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Zusammenfassung 
Am Ende der Anaphase, nach abgeschlossener DNA-Segregation, findet der 
Übergang in die G1-Phase statt. Für diesen Übergang ist die Inaktivierung der 
Cdk-Aktivität von entscheidender Bedeutung. In S. cerevisiae ist die konservierte 
Phosphatase Cdc14 verantwortlich für die Inaktivierung der Cdk-Aktivität. Den 
größten Teil des Zellzyklus liegt Cdc14 inaktiv im Nukleolus vor. Erst zum Beginn 
der Anaphase wird Cdc14 aus dem Nukleolus freigesetzt, was mit ihrer 
Aktivierung einhergeht. Die Freisetzung von Cdc14 wird von zwei 
Regulationsmechanismen gesteuert: Dem FEAR (Cdcfourteen early anaphase 
release)-Netzwerk und dem MEN (mitotic exit network). Das FEAR-Netzwerk 
besteht aus den Komponenten Esp1, Slk19, Spo12, Bns1 sowie der Kinase Cdc5 
aus der Polo-Familie und ist für die Freisetzung von Cdc14 in der frühen Anaphase 
verantwortlich. Dabei ist die funktionale Beziehung der einzelnen Komponenten 
bisher nicht aufgeklärt. Die Funktion von Cdc14 zu diesem Zeitpunkt des 
Zellzyklus liegt in der Regulation der Stabilität des mitotischen Spindelapparates, 
der Positionierung des sich teilenden Kerns, der Segregation von repetitiver DNA 
(rDNA) sowie der Aktivierung des MEN. Durch das FEAR-Netzwerk freigesetztes 
Cdc14 ermöglicht allerdings nicht die vollständige Inaktivierung der Cdk-Aktivität, 
die für den Übergang von der Anaphase in die Cytokinese essentiell ist. Dafür ist 
am Ende der Anaphase die Aktivität des MEN erforderlich. Das MEN führt zu einer 
vollständigen Cdc14-Aktivierung und damit zur Inhibierung der Cdk-Aktivität. 
Dabei handelt es sich beim MEN um eine GTPase-gesteuerte Kinasekaskade, die 
mit dem Spindelpolkörper (SPB, entspricht dem Centrosom von Säugerzellen) 
assoziiert ist. Das MEN bestehend aus der GTPase Tem1, die durch den GEF Lte1 
aktiviert und dem GAP-Komplex aus Bfa1 und Bub2 inaktiviert wird sowie der 
darunter liegenden Kinasekaskade aus Cdc15 und Dbf2/Mob1. Auch hier sind wie 
im FEAR-Netzwerk einige Schritte ungeklärt. Unter anderem ist der GEF für Tem1, 
Lte1, bei Temperaturen über 23 °C nicht essentiell. Dies deutet auf weitere 
Aktivatoren des MEN hin. In einem genetischen Screen wurde FAR9 als Promotor 
des Übergangs von der Mitose in die G1-Phase identifiziert. Epistatische und 
funktionelle Analysen konnten Far9 des Weiteren als Aktivator des MEN 
spezifizieren. Als biochemisches Bindemodul verfügt Far9 über eine FHA-Domäne. 
Diese Bindedomäne assoziiert mit Phosphoproteinen und ist essentiell für die 
Funktion von Far9 als MEN-Aktivator. Schließlich konnte der GAP-Komplex aus 
Bfa1-Bub2 als regulatorischer Bindungspartner von Far9 identifiziert werden, über 
den Far9 als positiver MEN-Regulator agieren könnte. 
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Summary 
 
Functional and molecular characterization of Far9, a 
novel mitotic regulator 
In anaphase, after the full elongation of the mitotic spindle and separation of the 
sister chromatids, cyclin-dependent kinase (Cdk) activity must be downregulated 
to allow the transition out of mitosis (mitotic exit) and cytokinesis to occur. In 
budding yeast, the conserved phosphatase Cdc14 plays a major role in Cdk 
inactivation. Until anaphase, Cdc14 is sequestered in an inhibitory complex 
located in the nucleolus. The release of Cdc14 from the nucleolus activates Cdc14 
and is regulated by two networks. The FEAR (Cdcfourteen early anaphase 
release) network functions early in anaphase and is responsible for the activation 
of only a certain pool of Cdc14. Components of the FEAR network are Separase 
(Esp1 in budding yeast), the kinetochore and spindle protein Slk19, Spo12 and its 
homolog Bns1 as well as the polo kinase Cdc5. The relationship and the molecular 
regulation of the FEAR components are not known so far. Cdc14 released via this 
pathway regulates several processes, including chromosome segregation and 
microtubule stability, however it is not sufficient to trigger Cdk inactivation and 
subsequent mitotic exit. For the later processes to occur, activation of the mitotic 
exit network (MEN) is essential. The MEN is a GTPase driven signaling 
transduction cascade associated with the yeast centrosome, named the spindle 
pole body (SPB). The most upstream component of this pathway is the GTPase 
Tem1, which is positively regulated by the GEF Lte1 and negatively by the GAP 
complex composed of Bfa1 and Bub2. Activation of Tem1 leads in turn to the 
activation of the downstream kinases Cdc15 and Dbf2/Mob1. Despite several 
studies over the last few years, some regulatory steps of FEAR and MEN 
pathways are still not fully understood. For example the GEF Lte1 is not essential 
at temperatures higher than 23 °C, implying that other components might be 
involved in Tem1 activation. In order to better understand how the FEAR and MEN 
pathways are regulated on a molecular level, a genetic screen was performed to 
identify novel MEN and FEAR components. One putative candidate, named FAR9, 
was found as a positive regulator of mitotic exit. Epistatic and functional analysis 
specified Far9 as an activator working upstream of Tem1 in MEN signaling. Far9 
has a forkhead-associated domain (FHA-domain), which is a phosphoprotein 
recognition domain essential for the role of Far9 in MEN activation. Finally, the 
GAP complex Bfa1-Bub2 was identified as one regulatory target of Far9. 
1 Einleitung            - 1 - 
 
1 Einleitung 
1.1 Der Zell- und Lebenszyklus im Modellorganismus 
S. cerevisiae 
Die Reproduktion von Zellen erfolgt durch eine Reihe komplexer Schritte, die als 
Zellzyklus zusammengefasst werden. Die Teilung einer Zelle beginnt mit der 
Verdopplung von Zellkomponenten, wozu auch die exakte Duplizierung der DNA 
in der S-Phase zählt. Die Komponenten werden in der sich anschließenden M-
Phase zwischen Mutter- und Tochterzelle aufgeteilt. Dabei sind S- und M-Phase 
von zwei gap-Phasen unterbrochen, in denen es zum Zellwachstum kommt. Die 
erste gap-Phase (G1) liegt zeitlich vor der S-Phase und die zweite zwischen der 
S- und M-Phase (G2); die G2-Phase ist bei der Hefe S. cerevisiae jedoch nicht 
sehr deutlich ausgeprägt (Abb. 1.1) (Forsburg und Nurse, 1991; Lew et al., 
1997).  
 
Abb. 1.1: Die Stadien des eukaryotischen Zellzyklus. 
Die zentralen Stationen im eukaryotischen Zellzyklus sind die Chromosomenduplikation in 
der S-Phase, gefolgt von der Chromosomensegregation und Kernteilung (Mitose) mit 
anschließender Zellteilung (Cytokinese). Mitose und Cytokinese werden dabei als M-Phase 
zusammengefasst. Während der Mitose werden in der  Metaphase die 
Schwesterchromatiden zwischen dem Spindelapparat positioniert, anschließend erfolgt in 
der Anaphase die Segregation der Schwesterchromatiden. (Adaptiert von Morgan, 2007) 
 
 
S. cerevisiae-Zellen sind in der Lage sich sowohl mit einem haploiden als auch mit 
einem diploiden Chromosomensatz zu vermehren. Haploide Zellen kommen in 
zwei unterschiedlichen Paarungstypen (a und α) vor, die zwei spezifische 
Paarungspheromone, a- und α-Faktor, sekretieren können. Kommt es in der 
frühen G1-Phase von haploiden Zellen zum Kontakt mit dem a/α-Pheromon, 
verlassen die Zellen den haploiden Proliferationszyklus und gehen zur Paarung 
über. Anschließend fusionieren die zwei arretierten Zellen zu einer diploiden Zelle. 
Centrosom 
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Bei diesem Prozess spielt die G-Protein-vermittelte Pheromonantwort eine 
entscheidende Rolle (Peter et al., 1993). Zum einen aktiviert das G-Protein eine 
MAP-Kinasekaskade (Mitogen aktivierte Proteinkinase = MAP-Kinase), die über 
den Transkriptionsfaktor Ste12, die Expression der paarungsspezifischen Gene 
induziert (z. B. FUS1) sowie den Zellzyklusarrest in der G1-Phase einleitet. Zum 
anderen aktiviert das G-Protein das polarisierte Wachstum hin zum 
Paarungspartner, was als Paarungsprojektion oder Shmoo-Formation bezeichnet 
wird. Für einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase ist die Inaktivierung der Cdk1 
(Cdc28) sowie der G1-Cycline Cln1 und Cln2 erforderlich. Um diesen 
Zellzyklusarrest zu erreichen, kommt es über die G-Protein-vermittelte MAP-
Kinasekaskade zur Aktivierung von Far1, welches für die Inaktivierung der Cdk1 
verantwortlich ist (Peter et al., 1993). Anschließend fusionieren die zwei 
arretierten Zellen zu einer diploiden Zelle. Unter eingeschränkten 
Nährstoffbedingungen gehen die diploiden Zellen zur Sporulation über. Aus einer 
diploiden Zelle entstehen nach einer Meiose-Teilung vier haploide Sporen, die bei 
besseren Bedingungen wieder zum haploiden Proliferationszyklus zurückkehren 
(Abb. 1.2) (Forsburg und Nurse, 1991). 
 
Abb. 1.2: Der Lebenszyklus der Hefe S. cerevisiae. 
S. cerevisiae weist zwei Paarungstypen auf (a und α) mit je einen haploiden 
Chromosomensatz. Kommt einer der Paarungstypen mit dem Paarungspheromon des 
anderen in Kontakt, führt dies zu einem Arrest in der G1-Phase mit anschließender 
Paarung. Durch die Paarung bildet sich eine Zelle mit diploidem Chromosomensatz, die 
sich bei optimalen Bedingungen durch Proliferation vermehrt. Unter Nährstofflimitierung 
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gehen die diploiden Zellen in die Sporulation über. Die aus einer diploiden Zelle 
entstandene Tetrade, mit jeweils zwei Sporen eines Paarungstyps, keimt unter optimalen 
Bedingungen erneut zu haploiden Zellen, was anschließend wiederum zur Paarung führt. 
(Adaptiert von Morgan, 2007) 
 
 
Beim haploiden Proliferationszyklus wird beim Übergang von der G1- in die S-
Phase der Spindelpolkörper (spindle pole body = SPB, entspricht dem Centrosom 
in Säugerzellen) dupliziert sowie die DNA-Replikation initiiert. Außerdem beginnt 
die Zelle mit der Bildung einer Knospe, der neuen Tochterzelle. Am Anfang der 
Mitose in der Prophase kondensiert die replizierte DNA zu Chromosomen 
(Abb. 1.1). Bei höheren Eukaryoten kommt es in diesem Zeitraum auch zur 
Auflösung der Kernhülle, die bei der Hefe S. cerevisiae sowie bei anderen 
Ascomyceten allerdings bestehen bleibt (Lew et al., 1997). In der Metaphase 
werden die duplizierten und kondensierten Chromosomenpaare durch den 
Spindelapparat, bestehend aus Mikrotubuli und assoziierten Proteinen, gebunden 
und an der Achse zwischen Mutter- und Tochterzelle orientiert. Beim Eintritt in die 
Anaphase kommt es zur Segregation der Chromosomenpaare, die bis zum Ende 
der Anaphase abgeschlossen ist. Jetzt enthalten Mutter- und Tochterzelle je einen 
Chromosomensatz sowie ein SPB. Nach der erfolgreich abgeschlossenen 
Kernteilung kommt es schließlich zur Zellteilung, der Cytokinese (Abb. 1.1). 
 
1.2 Die Cyclin-abhängigen Kinasen (Cdks) – Basis des 
Zellzyklus-Kontrollsystems 
Der Verlauf des Zellzyklus unterliegt einer strengen zeitlichen und räumlichen 
Kontrolle in dessen Zentrum die Cyclin-abhängigen Kinasen (cyclin dependent 
kinases = Cdks) zusammen mit ihren Regulatoren den Cyclinen stehen (Morgan, 
1995). Während die Expression der Cdks über den gesamten Zellzyklus konstant 
ist, variiert die Expression der verschiedenen Cycline je nach ihrer regulatorischen 
Funktion (Wittenberg und Reed, 1988; Epstein und Cross, 1992; Seufert et al., 
1995). Dies führt zu einer periodischen Bildung von spezifischen Cyclin-Cdk-
Komplexen, die spezifische Vorgänge, durch Phosphorylierung von 
unterschiedlichen Zellzyklus-Komponenten, initiieren (Morgan, 1997). Mehrzellige 
Eukaryoten verfügen über zwei Cdks, Cdk1 und Cdk2, die für die Regulation der 
S- und M-Phase verantwortlich sind. Außerdem kommen in tierischen Zellen zwei 
weitere Cdks vor, Cdk4 und Cdk6, die eine entscheidende Rolle bei der Regulation 
des Zellzyklus in Bezug auf extrazelluläre Faktoren spielen.  
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In S. cerevisiae sowie in S. pombe werden Prozesse während des Zellzyklus nur 
von einer Cdk, Cdk1, reguliert (Morgan, 1997; Ubersax et al., 2003). In 
S. cerevisiae ist Cdk1 als CDC28 annotiert (Nasmyth, 1993). Neben der 
Regulation der Cdk-Aktivität über die Cyclin-Expression, spielen auch Cdk-
Inhibitoren und Aktivatoren eine Rolle. Die Degradation der Cycline und der Cdk-
Inhibitoren wird initiiert, indem die Proteine durch den Anaphase fördernden 
Komplex (anaphase promoting complex/cyclosome = APC/C) oder durch die 
Skp1-Cullin-F-Box (SCF) ubiquitiniert werden (Skowyra et al., 1997; Page und 
Hieter, 1999). Die Ubiquitinierung führt dann zu einer Degradation durch das 
Proteasom, welches poliubiquitinierte Proteine erkennt und proteolytisch spaltet 
(Voges et al., 1999; Zwickl et al., 1999).  
 
In Bezug auf ihre Funktion können Cycline in G1- (Cln1, Cln2, Cln3), S-Phase- 
(Clb5, Clb6) und mitotische Cycline (Clb1, Clb2, Clb3, Clb4) unterteilt werden. 
Der Komplex aus den G1-Cyclinen und Cdc28 aktiviert die DNA-Replikation und 
die Ausbildung der Knospe (Dirick et al., 1995; Stuart und Wittenberg, 1995). 
Außerdem hat dieser Komplex auch eine Funktion bei der SPB-Verdopplung. Die 
S-Phase Cycline sind zusammen mit Cdc28 ebenfalls für die Initiierung und 
darüber hinaus für die Aufrechterhaltung der DNA-Replikation verantwortlich 
(Schwob und Nasmyth, 1993). Die mitotischen Cycline initiieren im Komplex mit 
Cdc28 verschiedene Prozesse während der Mitose. Clb3 und Clb4 aktivieren die 
Trennung der Spindelpolkörper (Fitch et al., 1992; Richardson et al., 1992), 
während Clb1 und Clb2 für den Beginn der Anaphase erforderlich sind (Surana et 
al., 1991; Richardson et al., 1992). 
 
1.3 Regulation der Mitose in S. cerevisiae 
Zur Kontrolle des fehlerfreien Ablaufs von Ereignissen während der Mitose, die 
durch Cyclin-Cdk-Komplexe ausgelöst werden, verfügt die Zelle über 
verschiedene Regulationsmechanismen. Für eukaryotische Zellen ist dabei der 
Übergang von der Metaphase in die Anaphase ein entscheidender Schritt, der im 
Hinblick auf die Erhaltung der genetischen Integrität einem Kontrollmechanismus, 
dem Spindel-Aufbau-Kontrollpunkt (spindle assembly checkpoint) unterliegt. 
Darüber hinaus ist der Übergang von der Mitose in die G1-Phase ein kritischer 
Schritt, der durch die Inaktivierung der Cdk-Aktivität erzielt wird. In S. cerevisiae 
ist dafür die konservierte Phosphatase Cdc14 verantwortlich, die in der Anaphase 
aktiviert wird (Visintin et al., 1998). Da es in S. cerevisiae zu einer frühen 
Festlegung der Teilungsebene (in der späten G1-Phase) kommt, sorgt ein 
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weiterer Kontrollmechanismus, der Spindel-Positionierungs-Kontrollpunkt (spindle 
position checkpoint), für die korrekte Ausrichtung der mitotischen Spindel an der 
Achse zwischen Mutter- und Tochterzelle (Lew und Burke, 2003). 
 
1.3.1 Der Übergang von der Metaphase in die Anaphase 
Der Übergang von der Metaphase in die Anaphase ist charakterisiert als der 
Zeitpunkt an dem es zur Trennung der duplizierten Schwesterchromatiden 
kommt. Die Schwesterchromatiden werden nach der DNA-Replikation mit dem 
Protein-Komplex Cohesin verbunden (Haering und Nasmyth, 2003; Uhlmann, 
2004); um die Segregation der Schwesterchromatiden zu erreichen, muss diese 
Verbindung aufgehoben werden. Dazu spaltet die spezifische Protease Separase 
(Esp1 in S. cerevisiae) die Kleisin-Untereinheit Scc1 des Cohesin-Komplexes 
(Uhlmann, 2001; Haering et al., 2002). Während der Metaphase wird die 
Separase durch die Bindung an Securin (Pds1 in S. cerevisiae) inhibiert (Ciosk et 
al., 1998; Uhlmann und Nasmyth, 1998). Beim Übergang in die Anaphase wird 
die APC/C-Untereinheit Cdc20 aktiviert, die zusammen mit dem APC/C die 
proteolytische Degradation von Securin initiiert. Damit kommt es zur Aktivierung 
der Separase, die durch Spaltung des Cohesin-Komplexes die Segregation der 
Schwesterchromatiden zu entgegengesetzten Polen einleitet (Musacchio und 
Hardwick, 2002). 
 
Fehlerhaft gebundene Kinetochore generieren ein Signal, welches die APC/CCdc20-
gesteuerte Degradation des Separase-Inhibitors Securin verhindert (Li und 
Nicklas, 1995; Li und Nicklas, 1997). Die Schlüsselkomponenten dieses 
Kontrollmechanismus wurden in S. cerevisiae-Mutanten identifiziert, die nach 
Inhibierung des Spindel-Aufbaus (mit Mikrotubuli depolymerisierenden 
Chemikalien, wie z. B. Nocodazol oder Benomyl) keinen Arrest beim Übergang in 
die Anaphase zeigten. Dabei handelt es sich um die Proteine Mad1, Mad2 und 
Mad3 sowie Bub1 und Bub3 (Li und Murray, 1991; Weiss und Winey, 1996; Farr 
und Hoyt, 1998). Darüber hinaus ist auch Mps1 essentiell für den Spindel-Aufbau-
Kontrollpunkt. Die meisten dieser Proteine assoziieren mit ungebundenen 
Kinetochoren und werden nach der bipolaren Interaktion mit dem Spindelapparat 
von den Kinetochoren freigesetzt. Des Weiteren ist der Kinase-Komplex Aurora B-
INCENP (Ipl1-Sli15 in S. cerevisiae) am Spindel-Aufbau-Kontrollpunkt beteiligt. 
Durch die fehlerhafte Verbindung der Schwesterchromatiden mit nur einem 
Spindelpol geht die Zugkraft verloren, was von dem Kinase-Komplex erkannt wird 
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und zur Destabilisierung der fehlerhaften Verbindung zwischen Mikrotubuli und 
Kinetochoren führt (Tanaka et al., 2002; Maure et al., 2007).  
 
1.3.2 Der Übergang von der Mitose in die Cytokinese 
Während der Mitose ist die Cdk1-Aktivität entscheidend für die Regulation 
verschiedener Mechanismen durch Phosphorylierung spezifischer Zielproteine. Um 
den Übergang von der Mitose in die G1-Phase zu erreichen, ist die 
Dephosphorylierung der Cdk1-Substrate ausschlaggebend. In S. cerevisiae wird 
dies durch die Aktivierung der konservierten Phosphatase Cdc14 erzielt (Visintin 
et al., 1998). 
 
1.3.2.1 Die Rolle von Cdc14 bei der Regulation des Übergangs von der 
Mitose in die G1-Phase 
Die konservierte Phosphatase Cdc14 ist verantwortlich für die Regulation 
verschiedener Mechanismen während der Anaphase, darunter im Besonderen die 
Inaktivierung der Cdk1-Aktivität am Ende der Mitose (Visintin et al., 1998; 
Stegmeier und Amon, 2004). Den größten Teil des Zellzyklus liegt Cdc14 
gebunden an den Inhibitor Cfi1/Net1 im Nukleolus vor (Shou et al., 1999; Visintin 
et al., 1999). Erst zum Beginn der Anaphase geht die Bindung zwischen Cdc14 
mit dessen Inhibitor verloren, was mit der Aktivierung, d. h. der Freisetzung von 
Cdc14 aus dem Nukleolus, einhergeht. Die Freisetzung von Cdc14 wird von den 
zwei Regulationsmechanismen FEAR (Cdcfourteen early anaphase release) und 
MEN (mitotic exit network) reguliert (Visintin et al., 1998; Stegmeier und Amon, 
2004). 
 
1.3.2.2 Das FEAR-Netzwerk – Partielle Cdc14-Freisetzung zu Beginn der 
Anaphase 
Das FEAR-Netzwerk ist verantwortlich für die Aktivierung verschiedener Prozesse 
zum Beginn der Anaphase durch eine partielle Cdc14-Freisetzung. Dazu zählt die 
Stabilisierung des Spindelapparates (Zeng et al., 1999; Sullivan et al., 2001; 
Pereira und Schiebel, 2003), die Regulation der Segregation von repetitiver DNA 
(rDNA) (D'Amours und Amon, 2004; Sullivan et al., 2004; Torres-Rosell et al., 
2004), die richtige Positionierung des Nukleus (Ross und Cohen-Fix, 2004) sowie 
die Aktivierung des MEN (Stegmeier et al., 2002). Bisher konnten die Separase 
(Esp1), Slk19, Bns1 und Spo12 sowie die zur Polo-Familie zählende Kinase Cdc5, 
die darüber hinaus verschiedene andere Funktionen während des Zellzyklus 
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erfüllt, als FEAR-Komponenten identifiziert werden (Stegmeier et al., 2002). 
Weder die molekulare Aktivität noch die genaue funktionelle Beziehung der 
Komponenten des FEAR-Netzwerks sind bislang aufgeklärt. Allerdings 
ermöglichen epistatische Experimente eine Einteilung von Esp1 und Slk19 in 
einen gemeinsamen Regulationszweig. Genauso wie Spo12 und Bns1, die parallel 
von Esp1 und Slk19 fungieren, während Cdc5 einem weiteren Reaktionszweig, 
oder unterhalb von Esp1 und Slk19 eingeordnet werden kann (Abb. 1.3) (Sullivan 
und Uhlmann, 2003; Visintin et al., 2003). Die durch das FEAR-Netzwerk 
freigesetzte Menge an Cdc14 ist nicht ausreichend um den Übergang von der 
Mitose in die G1-Phase zu ermöglichen. Um dies zu erreichen, ist die Aktivierung 
des MEN erforderlich. 
 
Abb. 1.3: Das FEAR-Netzwerk. 
Die Komponenten des FEAR-Netzwerks, die in blau dargestellt sind, regulieren die Cdc14-
Aktivierung in der frühen Anaphase. (Adaptiert von de Gramont und Cohen-Fix, 2005) 
 
 
1.3.2.3 Das MEN (mitotic exit network) – Vollständige Cdc14-Freisetzung 
zur Inaktivierung der Cdk-Aktivität 
Das MEN ist eine GTPase aktivierte Kinasekaskade, bestehend aus der GTPase 
Tem1 dessen GAP (GTPase aktivierendes Protein, GTPase activating protein) 
Bfa1-Bub2 und dessen putativer GEF (Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor 
(guanine-nucleotid exchange factor) Lte1, sowie den regulatorisch unterhalb von 
Tem1 angeordneten Kinasen Cdc15 und Dbf2/Mob1 (de Gramont und Cohen-Fix, 
2005). In der späten Anaphase kommt es zur Aktivierung des MEN, wobei die 
zelluläre Lokalisation der MEN-Komponenten eine entscheidende Rolle spielt. Der 
GAP-Komplex Bfa1-Bub2 ist zusammen mit Tem1 an dem zur Tochterzelle 
gerichteten SPB lokalisiert. Dort führt die Interaktion des GAP-Komplexes aus 
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Bfa1-Bub2 zur Inaktivierung der GTPase Tem1 (Pereira et al., 2000). Das aktuelle 
Model für die Aktivierung des MEN beruht auf dem Kontakt von Tem1 mit dem 
putativen Aktivator Lte1, der mit dem Kortex der Tochterzelle assoziiert ist, 
nachdem ein SPB die Tochterzelle erreicht hat (Bardin et al., 2000; Pereira et al., 
2000). Gleichzeitig kommt es durch die Cdc5-Phosphorylierung des Bfa1-Bub2-
Komplexes zur Inaktivierung der GAP-Aktivität (Lee et al., 2001; Geymonat et al., 
2003). Die damit einhergehende Konversion von Tem1 in die aktive GTP-Form 
führt zur Aktivierung der Kinasekaskade des MEN, worauf schließlich die 
vollständige Cdc14-Aktivierung folgt (Abb. 1.4) (Bardin und Amon, 2001; 
Stegmeier und Amon, 2004; de Gramont und Cohen-Fix, 2005). Darüber hinaus 
sind auch Zellpolaritäts-Proteine an der  Regulation der MEN-Aktivierung beteiligt. 
Bisher konnten in diesem Zusammenhang die Aktivierung sowie die Initiierung 
der Assoziation von Lte1 mit dem Kortex der Tochterzelle durch das 
Zusammenspiel der GTPase Cdc42 mit dessen GEF Cdc24 über die p21-
aktivierende–Kinase (PAK) Cla4 beschrieben werden. Des weitern fungiert Cdc42 
über Gig1 und Ste20 in einer zu Lte1 parallelen MEN-Aktivierung (Höfken und 
Schiebel, 2002; Chiroli et al., 2003; Höfken und Schiebel, 2004). Die vollständige 
Freisetzung von Cdc14 führt auf verschiedenen Wegen zur Inaktivierung der Cdk-
Aktivität. Cdc14 ist für die Akkumulation der APC/C-Untereinheit Cdh1 
verantwortlich, die zusammen im Komplex mit der Ubiquitin-Ligase APC/C die 
proteolytische Degradation des mitotischen Cyclins Clb2 einleitet (Jaspersen und 
Morgan, 2000; Kramer et al., 2000). Weiterhin aktiviert Cdc14 den Cdk-Inhibitor 
Sic1. Zum einen durch den nukleären Transport des Transkriptionsfaktors Swi5, 
der die Expression von Sic1 initiiert; zum anderen durch die Dephosphorylierung 
von Sic1, die dessen Abbau verhindert (Visintin et al., 1998). Diese durch Cdc14 
eingeleiteten Aktivierungen führen zu einer positiven Feedback-Schleife für die 
Initiierung des Austritts aus der Mitose, indem einmal die Phosphatase-Aktivität 
von Cdc14 die Cdk-Aktivität verringert, die wiederum zu einer Verstärkung der 
Dephosphorylierung von Cdk-Substraten durch Cdc14 führt. Darunter auch 
Cdc15, eine Kinase der MEN-Kinasekaskade, die durch Dephosphorylierung von 
Cdc14, bei gleichzeitiger Verringerung der Phosphorylierungen durch Cdk, zu 
einer Verstärkung in der Cdc14-Aktivierung führt (Jaspersen und Morgan, 2000). 
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Abb. 1.4: Das MEN (mitotic exit network). 
Am Ende der Anaphase wird Cdc14 durch das MEN aktiviert. Dabei sind Cdc5, Lte1 und 
Cdc14 als Aktivatoren des MEN in grün dargestellt. Dem gegenüber ist der GAP-Komplex 
aus Bfa1-Bub2, als Inhibitor des MEN, in rot dargestellt. Ein fehlorientierter Spindelapparat 
beeinflusst die Cdc14-Aktivierung durch indirekte Regulierung von Tem1 über Kin4 und 
Cdc5 negativ (Spindel-Positionierungs-Kontrollpunkt). (Adaptiert von de Gramont und 
Cohen-Fix, 2005) 
 
 
1.3.2.3.1 Der Spindel-Positionierungs-Kontrollpunkt (spindle position 
checkpoint) – Kontrollpunkt beim Übergang von der Mitose in 
die G1-Phase 
Damit am Ende der Mitose Mutter- und Tochterzelle über genau einen 
Chromosomensatz verfügen, muss die Elongation der mitotischen Spindel durch 
den bereits in der späten G1-Phase entstandenen Knospungshals erfolgen. Der 
Spindel-Positionierungs-Kontrollpunkt (spindle position checkpoint) ist dafür 
verantwortlich, dass nur Zellen in denen die mitotische Spindel korrekt an der 
Achse zwischen Mutter- und Tochterzelle ausgerichtet ist, die Mitose verlassen. 
Wie zuvor beschrieben, ist die Aktivierung des MEN essentiell für das Verlassen 
der Mitose. Im Fall der Fehlorientierung des Spindelapparates kommt es zu einer 
Verzögerung in der Anaphase, indem der Spindel-Positionierungs-Kontrollpunkt 
den MEN über Tem1 inhibiert (Abb. 1.4) (Lew und Burke, 2003; D'Aquino et al., 
2005; Pereira und Schiebel, 2005; Maekawa et al., 2007). Um dies zu erreichen 
wird die Kinase Kin4 über Spc72 an beide Spindelpolkörper rekrutiert und führt 
dort zu einer Phosphorylierung von Bfa1, die den GAP-Komplex vor der 
Inaktivierung durch Cdc5 schützt (Maekawa et al., 2007). 
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1.4 Ziel der Arbeit 
Die Freisetzung von Cdc14 und der damit verbundenen Cdk-Inaktivierung wird 
während der Anaphase von zwei Regulationsmechanismen gesteuert: Dem FEAR 
(Cdcfourteen early anaphase release)-Netzwerk und dem MEN (mitotic exit 
network) (Stegmeier und Amon, 2004). Sowohl im MEN als auch im FEAR-
Netzwerk ist die Regulation verschiedener Schritte ungeklärt. Unter anderem ist 
der GEF für Tem1, Lte1, bei hohen Temperaturen nicht essentiell für das 
Zellwachstum. Zudem wurden zwar Komponenten des Zellkortex als positive 
MEN-Regulatoren beschrieben, dessen molekulare Zusammenwirkung ist jedoch 
bisher unklar (Höfken und Schiebel, 2002; Höfken und Schiebel, 2004). Darüber 
hinaus kann die Möglichkeit weiterer positiver MEN-Regulatoren nicht 
ausgeschlossen werden. Für ein besseres Verständnis dieser 
Regulationsmechanismen wurde ein genetischer Screen zur Identifizierung 
weiterer positiver Regulatoren für den Übergang von der Mitose in die G1-Phase 
durchgeführt. Dabei wurde genomweit nach Genen gesucht, die in einer hohen 
Expressionsrate die synthetisch letale Doppeldeletion der positiven MEN-
Regulatoren LTE1 und SLK19 supprimieren können. Es wurde ein Konstrukt 
bestehend aus den ORFs YDR199W, YDR200C und YDR201W als Suppressor der 
Doppelmutante identifiziert. Der ORF YDR199W ist bisher unbeschrieben, 
während YDR200C zum einen als VPS64 und zum anderen als FAR9 annotiert 
wurde. Zu dem Namen VPS64 kam YDR200C nach der Identifizierung in einem 
Screen nach Proteinen, die am vakuolären Transport beteiligt sind. Dabei steht 
VPS für vacuolar protein sorting (Bonangelino et al., 2002). YDR200C wurde 
außerdem in einem Komplex zusammen mit den Proteinen Far3, Far7, Far8, 
Far10 und Far11 identifiziert und in diesem Zusammenhang als FAR9 annotiert. 
Für diesen Komplex konnte eine Rolle in der Pheromonantwort parallel zu Far1 
(siehe Abschnitt 1.1) nachgewiesen werden (Kemp und Sprague, 2003). Keine 
der bisherigen Analysen von YDR200C konnte eine Funktion bei der Regulation 
von Vorgängen im Zellzyklus identifizieren. Bei dem ORF YDR201W handelt es 
sich um das essentielle Gen SPC19, das Teil eines Proteinkomplexes für die 
Verbindung von Chromosomen mit der mitotischen Spindel ist (Cheeseman et al., 
2001; Li et al., 2002). Ziel dieser Arbeit war zuerst die genaue Bestimmung des 
für die Suppression verantwortlichen Gens, gefolgt von dessen molekularer und 
funktioneller Analyse.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den 
Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Roche Diagnostics (Mannheim, 
Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 
Deutschland) in den Qualitätsstufen p.a. oder Molecular Biology Grade bezogen. 
 
2.1.2 Puffer und andere Lösungen 
Für den regelmäßigen Gebrauch verwendete Puffer und Lösungen sind im 
Folgenden aufgelistet. Die Lösungen wurden mit demin. Wasser angesetzt und 
wenn angegeben zur Sterilisation autoklaviert bzw. steril filtriert. 
 
Blot-Puffer 48 mM Tris 
 39 mM Glycin 
 0,037 % (w/v) SDS 
 20 % (v/v) Methanol 
 
HU-Puffer: 200 mM Tris-HCl, pH 6,8 
 8,0 M Urea 
 5 % (w/v) SDS 
 0,1 mM EDTA 
 15 mg/ml DTT 
 0,1 % (w/v) Bromphenol-Blau  
 
Laemmli-Puffer:  25 mM Tris 
 192 mM Glycin 
 0,1 % (w/v) SDS 
 
PBS: 50 mM NaPO4 
 150 mM NaCl 
 pH 7,5 
 autoklaviert 
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PBS-T: PBS 
 0,1 % (v/v) Tween 20  
 
Qiagen Puffer 1: 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 
 10 mM EDTA, pH 8,0 
 100 µg/ml RNAse A 
 
Qiagen Puffer 2: 200 mM NaOH 
 1 % (w/v) SDS 
 
Qiagen Puffer 3: 3,0 M Kaliumacetat 
 
6 x DNA-Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenol-Blau  
 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF 
15 % (w/v) Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, 
Schweden) 
 
Strip-Puffer: 0,2 M Glycin, pH 2,5 
 1 % (w/v) SDS 
  
 
50 x TAE-Puffer: 2,0 M Tris-HCl, pH 7,7 
 50 mM EDTA 
 autoklaviert 
 
LiSorb:    100 mM Lithiumacetat 
10 mM Tris-HCl pH 8,0 
1 mM EDTA pH 8,0 
1 M Sorbitol  
steril filtriert 
 
LiPEG:    100 mM Lithiumacetat 
10 mM Tris-HCl pH 8,0  
1 mM EDTA pH 8,0 
40 % PEG3350 
steril filtriert 
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ECL-Lösung 1: 250 mM 3-Aminophtelhydrazid, in DMSO 
90 mM 4-Hydroxycinnaminsäure, in DMSO 
100 mM Tris-HCl pH 8,5 
 
ECL-Lösung 2:  123 µl H2O2 (30 %) 
100 mM Tris-HCl, pH 8,5 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 200 ml 
 
Ponceau S:    0,2 % Ponceau S 
5 % Essigsäure 
 
2.1.3 Enzyme 
Restriktionsendonukleasen:   New England Biolabs (Beverly, USA) 
Roche (Lewens, UK) 
Taq-, Vent- und Pfu-DNA-Polymerasen  New England Biolabs (Beverly, USA) 
Alkalische Phosphatase   New England Biolabs (Beverly, USA) 
RNAse A und DNAse I   Sigma (Dorset, UK) 
Zymolyase 20T    Seikapaku Corporation (Tokio, Japan) 
TEV (Tabacco Etch Virus) Protease  Aufgereinigt aus E. coli BL21 (pTEV, 
Tab. 2.4) 
T4-Ligase     Epicentre (Madison, USA) 
 
2.1.4 Antikörper 
Die verwendeten Antikörper sind in den Tabellen 2.1 und 2.2 aufgelistet. Dabei 
sind die Verdünnungen angegeben, die im Immunoblot verwendet wurden; mit 
Ausnahme von anti-Maus Alexa488, der für die Immunfluoreszenz verwendet 
wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 Material und Methoden          - 14 - 
 
Tab. 2.1: Primäre Antikörper. 
Primäre Antikörper Spezies Verdünnung Herkunft 
anti-TAP Kaninchen 1:3000 Openbiosystem 
(Huntsville, USA) 
anti-Sic1 Meerschweinchen 1:250 E. Schiebel 
anti-Clb2 Kaninchen 1:1000 E. Schiebel 
anti-GFP Kaninchen 1:250 A. Hofmann 
anti-GST Maus 1:500 E. Schiebel 
anti-Tub2 Kaninchen 1:1000 E. Schiebel 
anti-HA (12CA5) Maus 1:10 M. Hergt 
anti-Myc (9E10) Maus 1:20 E. Schiebel 
anti-Cdc5 Schaf 1:300 E. Schiebel 
anti-Bfa1 Kaninchen 1:500 E. Schiebel 
anti-MBP Maus 1:10000 New England Biolabs 
(Beverly, USA) 
 
 
Tab. 2.2: Sekundäre Antikörper. 
Sekundäre Antikörper Spezies Verdünnung Herkunft 
anti-Meerschweinchen 
HRP 
Ziege 1:5000 Dianova (Hamburg, 
Deutschland) 
anti-Kaninchen HRP Ziege 1:5000 Jackson ImmunoResearch 
Laboratories (Suffolk, 
England) 
anti-Maus HRP Ziege 1:5000 Dianova (Hamburg, 
Deutschland) 
anti-Schaf HRP Affe 1:5000 Novus Biological 
(Littleton, USA) 
anti-Maus Alexa488 Ziege 1:1000 Mol. Probes, Invitrogen 
(Karlsruhe, Deutschland) 
 
 
2.1.5 DNA- und Proteinstandards 
Die Größe von DNA-Fragmenten wurde mit dem 1 kb DNA-Ladder von Invitrogen 
(Karlsruhe, Deutschland) bestimmt. Dieser Standard besteht aus DNA-
Fragmenten mit den Größen 12216 bp, 11198 bp, 10180 bp, 9162 bp, 8144 bp, 
7126 bp, 6108 bp, 5090 bp, 4072 bp, 3054 bp, 2036 bp, 1636 bp, 1018 bp, 
517 bp, 506 bp, 396 bp, 344 bp und 298 bp. 
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Für die Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen mittels 
Natriumdodecyl-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, 2.2.4.2) wurde ein 
Protein-Standard von BioRad (Hemel Hempstead, UK) verwendet. Dieser 
Standard besteht aus Myosin (200 kDa), β-Galactosidase (116,25 kDa), 
Phosphorylase B (97,4 kDa), Serum Albumin (66,2 kDa), Ovalbumin (45 kDa), 
Carbonsäure-Anhydrase (31 kDa), Trypsin Inhibitor (21,5 kDa), Lysozym 
(14,4 kDa) und Aprotinin (6,5 kDa). 
 
2.1.6 Primer 
Forward und reverse Primer für die Amplifikation von Genen aus S. cerevisiae 
binden ca. 300 bp upstream vom Startcodon und ca. 300 bp downstream vom 
Stoppcodon. Primer für Sequenzierungen wurden entsprechend des Bedarfs 
erstellt. Für das Klonieren von Inserts wurden Restriktionsschnittstellen in die 
Primer konstruiert.  
 
Für die Deletion von Genen in S. cerevisiae wurden S1- und S2-Primer 
verwendet. S2- und S3-Primer wurden zur Fusion von Protein-Tags mit dem C-
Terminus von S. cerevisiae-Genen, S2- und S4-Primer für die Fusion mit dem N-
Terminus, verwendet. Dabei wurden die S1-, S2-, S3- und S4-Primer nach Janke 
et al, 2004 erstellt. Die folgende Tabelle enthält die in dieser Arbeit verwendeten 
Primer mit Ausnahme der S1-, S2-, S3- und S4-Primer (Knop et al., 1999; Janke 
et al., 2004). 
 
Tab. 2.3: Verwendete Primer. 
Name Sequenz 
PATH-NdeI AAAACATATGGGATCAAACAAATTCAACAAAG 
PATH-BamHI CGCGGATCCGTGATGGTGATGGTGATGAG 
FAR9-start-BglII GAAGATCTTAATGGTAGAACTGGAAAAAAGAAG 
FAR9-stop-NotI TTTTCCTTTTGCGGCCGCTTATTGTGGCAATTGCTTAACG 
FAR3-P1 GATTCCCTTTTGACGATTCC 
FAR3-P2 GCGGGATCCGTCTCTCTTCAGGGACAGGG 
FAR7-P1 CGGGATCCCAGATCAGTACTGTATTTCC 
FAR7-P2 CCGCTCGAGATAGATACTAATCGGTAAACG 
FAR8-P1 CGGGATCCATACGTACGTCTCTAGGTG 
FAR8-P2 CCGCTCGAGTGATTCCACTGGTTTTACCG 
YGL238W-P1 CGCGGATCCTTGCCAGCGTCTAACTAGTC 
YGL238W -P2 CGCCTCGAGATTAATGTTAATACAGATCTATCG 
FAR11-P1 CGGGATCCACGATTCTTCGCCAGATTAC 
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FAR11-P2 CCGCTCGAGAGCTACAACTGAAATAGACTG 
YDR200C-M1OPA-F CTGTAAATTCTTGGCTGAGTAGAACTGGAAAAA 
YDR200C-M1OPA-R CTGTAAATTCTTGGCTGAGTAGAACTGGAAAAA 
YDR200C-Seq1 AAAACAAACTTTATAATCGCC 
YDR200C-Seq2 TATATCGACATTTGAACGGG 
YDR200C-Seq3 GATCAGTATACCATACCACC 
YDR200C-Seq4 ACCCCGTAAGAAGCATACAC 
YDR200C-Seq5 ATCTAAAGTCCAGCAATGGG 
YDR200C-Seq6 ATAATCAACACATTCCAATACG 
YDR200C-Seq7 GAGCTGGAAAAATTACATTCC 
YDR200C-Seq8 CAAATAGAAGAAGAGAGGGG 
YDR200C-Seq9 GTAGACGCATCCAGTTTTAGC 
YDR200C-N248A-F GATCTAAAGTCCAGCGCTGGGACATTTGTTAAT 
YDR200C-N248A-R ATTAACAAATGTCCCAGCGCTGGACTTTAGATC 
YDR200C-R189A-F GGACTTAAATTAGGTGCACCAGTTACCAATAGC 
YDR200C-R189A-R GCTATTGGTAACTGGTGCACCTAATTTAAGTCC 
YDR200C-S224A-F GACTCAAGAGTTCTTGCCAGAAATCACGCTTGT 
YDR200C-S224A-R ACAAGCGTGATTTCTGGCAAGAACTCTTGAGTC 
YDR200C-XmaI-2 TCCCCCCGGGGCCAAGAATTTACAGTTGTCTTC 
YDR200C-C2 CCATCGATAACAGTCTCAAAGCTTCGATGG 
YDR200C-GFP-XmaI TCCCCCCGGGATGTCTTTAATTAACAGTAAAGG 
YDR200C-XmaI TCCCCCCGGGTCAACCTTTCCTTCCATTCGC 
RAD53-ClaI CCATCGATGCCGGAAAGTGTTTGTCACAG 
RAD53-XmaI TCCCCCCGGGCTTAATCCATCGACACCCGCAAATG 
YGL081W-ClaI CCATCGATGGGTGTCACCACGCTAGCG 
YDL081W-XmaI TCCCCCCGGGGATACGGGACCCCAGAAGTG 
LTE1-10 GAAGCATGAATTAAGATCATCG 
LTE1-11 CCGTTGTAGTTATGTACTGAAG 
BFA1-1 GTGATTCAAATGTTGGGTGAGC 
BFA1-2 CGAGTTTTAATCCATTCCACCC 
FAR8-Col1 GTCAAGAAAGTGCTAGTTGC 
FAR8-Col2 ATGATTCCACTGGTTTTACC 
YLR238W-1 AGGACTACTATTATTCGCCC 
YLR238W-2 ATGTTAATACAGATCTATCG 
YDR200C-1 CTTTCAACATCATATTCGGG 
YDR200C-2 CAACCTTTCCTTCCATTCGC 
HIS1 CATCGATGATTAAATCACC 
HIS2 TATGCTGTTATCGATTTGG 
Hph-Seq2-forw GACGGCAATTTCGATGATGC 
Hph-Seq1-rev TCGATCAGAAACTTCTCGAC 
KLTRP3 GCAACAGATGAGTCAATGG 
Nat-Seq2-forw CTACATGAGCATGCCCTG 
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2.1.7 Plasmide 
Die verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.4 aufgelistet. 
 
Tab. 2.4: Verwendete Plasmide. 
Name Beschreibung Quelle 
pAFS125 pRS306 mit GFP-TUB1 
 
M. Murray 
pAK010 pRS304 mit Cherry-TUB1 
 
A. Khmelinskii 
pBS9 pRS316 mit CDC15 
 
E. Schiebel 
pET28a E. coli Expressionsvektor mit 6HIS unter der 
Kontrolle des T7 Promotors 
 
Novogen, Madison,USA 
pFA04 pRS423 mit YDR199W, C-Terminus von 
YDR200C (FAR9)  
 
F. Ahmad 
pFA07 pRS423 mit YDR199W, YDR200C (FAR9), 
YDR201W (SPC19)  
 
F. Ahmad 
pFA08 pRS423 mit YDR199W, YDR200C (FAR9), C-
Terminus von YDR201W (SPC19) 114 bp.  
 
F. Ahmad 
pFA09 pRS423 mit YDR199W C-Terminus, 
YDR200C YDR201W (SPC19) 
 
F. Ahmad 
pFA10 pRS423 mit YDR200C (FAR9) N-Terminus 
(1605 bp), YDR201W (SPC19) 
 
F. Ahmad 
pFA11 pRS423 mit YDR200C (FAR9) N-Terminus 
(223 bp), YDR201W (SPC19) 
 
F. Ahmad 
pFA13 pRS423 mit YDR199W, YDR200C (FAR9), 
YDR201W (SPC19); SPC19 mit Mutation im 
Startcodon (M1OPA) 
 
F. Ahmad 
pFA14 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9), 
YDR201W (SPC19) 
 
F. Ahmad 
pFA15 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9), 
YDR201W (SPC19), SPC19 mit Mutation im 
Startcodon (M1OPA) 
 
F. Ahmad 
pGEX-5X-1 E. coli Expressionsvektor mit GST unter der 
Kontrolle des lacZ Promotors 
 
Pharmacia, Upsala, 
Schweden 
pGW074 pRS425 mit SLK19 
 
G. Pereira 
pGP336 pRS305 mit Gal1-GFP-FAR9-kanMX6 
 
G. Pereira 
pHA22 pRS425 mit FAR3  
 
A. Hofmann 
pHA23 pRS425 mit FAR7 
 
A. Hofmann 
pHA24 pRS425 mit FAR8 
 
A. Hofmann 
pHA25 pRS425 mit FAR10 
 
A. Hofmann 
pHA26 pRS425 mit FAR11 A. Hofmann 
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pHT01 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9), 
YDR201W (SPC19) mit Mutation im 
Startcodon (M1OPA) 
 
diese Arbeit 
pHT02 pRS423 YDR199W, YDR200C (FAR9), 
YDR201W (SPC19) mit Mutation im 
Startcodon (M1OPA) 
 
diese Arbeit 
pHT03-1 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9) 
mit Mutation in der FHA-Domäne (R189A 
und N248A), YDR201W (SPC19) mit 
Mutation im Startcodon (M1OPA) 
 
diese Arbeit 
pHT03-11 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9) 
mit Mutation in der FHA-Domäne (R189A, 
N248A und S224A), YDR201W (SPC19) mit 
Mutation im Startcodon (M1OPA) 
 
diese Arbeit 
pHT03-2 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9) 
mit Mutation in der FHA-Domäne (R189A), 
YDR201W (SPC19) mit Mutation im 
Startcodon (M1OPA) 
 
diese Arbeit 
pHT03-6 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9) 
mit Mutation in der FHA-Domäne (S224A), 
YDR201W (SPC19) mit Mutation im 
Startcodon (M1OPA) 
 
diese Arbeit 
pHT03-9 pRS425 mit YDR199W, YDR200C (FAR9) 
mit Mutation in der FHA-Domäne (N248A), 
YDR201W (SPC19) mit Mutation im 
Startcodon (M1OPA) 
 
diese Arbeit 
pHT04 pRS423 mit SLK19.  
 
diese Arbeit 
pHT09-2 pGEX-5X-1 mit YDR200C (FAR9) 
Punktmutationen in der FHA-Domäne 
(R189A, N248A und S224A) 
 
diese Arbeit 
pKA59 pRS316 mit TEM1 
 
E. Schiebel 
pMAL-c2X E. coli Expressionsvektor mit MBP (Maltose-
Bindeprotein) unter der Kontrolle des LacZ-
Promotors 
 
New England Biolabs 
pMAL-Bfa1 pMAL-c2X mit BFA1 
 
(Geymonat et al., 2003)  
pRH02 pGEX-5X-1 mit YDR200C 
 
F. Ahmad 
pRS304 TRP1-basierender integrativer S. cerevisiae-
Vektor 
 
(Sikorski und Hieter, 1989)  
pRS305 LEU2-basierender integrativer S. cerevisiae-
Vektor 
 
(Sikorski und Hieter, 1989) 
pRS306 URA3-basierender integrativer 
S. cerevisiae-Vektor 
 
(Sikorski und Hieter, 1989) 
pRS313 CEN6 HIS3-basierender S. cerevisiae / 
E. coli Shuttle-Vektor  
 
(Sikorski und Hieter, 1989) 
pRS314 CEN6 TRP1-basierender S. cerevisiae / (Sikorski und Hieter, 1989) 
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E. coli Shuttle-Vektor 
 
pRS316 CEN6 URA3-basierender S. cerevisiae / 
E. coli Shuttle-Vektor 
 
(Sikorski und Hieter, 1989) 
pRS412 CEN6 ADE2-basierender S. cerevisiae / 
E. coli Shuttle-Vektor 
 
(Sikorski und Hieter, 1989) 
pRS423 HIS3-basierender 2µm S. cerevisiae / E. coli 
Shuttle-Vektor 
 
(Christianson et al., 1992) 
pRS425 LEU2-basierender 2µm S. cerevisiae / 
E. coli Shuttle-Vektor 
 
(Christianson et al. 1992) 
pSM535 pRS425 mit YDR201W (SPC19) 
 
E. Schiebel 
pSM563 pRS316 mit YDR201W (SPC19) 
 
E. Schiebel 
pSM903 pRS316 mit LTE1 
 
(Höfken und Schiebel, 2002)  
pSM919 pRS315 mit LTE1 
 
(Höfken und Schiebel, 2002) 
pSM921 pRS413 mit LTE1 
 
E. Schiebel 
pTA07 pRS305 mit Gal1-GFP-FAR9 mit Mutation in 
der FHA-Domäne (N248A)-kanMX6 
 
diese Arbeit 
pTA18-2a pRS423 mit GFP-YDR200C 
 
diese Arbeit 
pTA20 pRS423 mit RAD53 
 
diese Arbeit 
pTA21-1 pRS423 mit YGL081W 
 
diese Arbeit 
pTA26 pET28-a mit PATH-TAG (ProtA-ProtA-TEV-
6HIS) 
 
diese Arbeit 
pTA27 pET28-a mit PATH-TAG-YDR200C (ProtA-
ProtA-TEV-6HIS-YDR200C) 
 
diese Arbeit 
pTA28 pET28-a mit PATH-TAG-YDR200C (mit 
Punktmutationen in der FHA-Domäne: 
R189A, N248A und S224A) (ProtA-ProtA-
TEV-6HIS-YDR200C) 
 
diese Arbeit 
pTEV TEV-6HIS-Protease unter der Kontrolle des 
LacZ-Promotors  
 
K. Siegers 
pTH17 pRS316 mit LTE1 
 
T. Höfken 
pSM563 pRS316 mit SPC19 
 
E. Schiebel 
pSM871 pRS316 mit ESP1 
 
E. Schiebel 
pSM908 pRS316 mit DBF2 
 
E. Schiebel 
pUG120 pRS316 mit CDC14 
 
E. Schiebel 
pWS103 pRS304 mit Gal1-UPL-TEM1 
 
E. Schiebel 
pYM1 pFA6a-kanMX6 mit 3HA 
 
(Knop et al., 1999)  
pYM2 pFA6a-HIS3MX6 mit 3HA (Knop et al. 1999) 
pYM3 pFA6a-klTRP1 mit 6HA (Knop et al. 1999) 
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pYM5 pFA6a-HIS3MX6 mit 3MYC 
 
(Knop et al. 1999) 
pYM6 pFA6a-klTRP1 mit 9MYC 
 
(Knop et al. 1999) 
pYM12 pFA6a-kanMX6 mit yeGFP 
 
(Knop et al 1999) 
pYM17 natNT2 mit 6HA 
 
(Janke et al., 2004) 
pYM18 pFA6a-kanMX6 mit 9MYC 
 
(Janke et al. 2004) 
pYM20 hphNT1 9MYC 
 
(Janke et al. 2004) 
pYM22 pYM1-klTRP1 3HA 
 
(Janke et al. 2004) 
pYM25 hphNT1 mit yeGFP 
 
(Janke et al. 2004) 
pYM28 pYM2-HIS3MX6 mit EGFP 
 
(Janke et al. 2004) 
pYM29 pYM3-klTRP1 mit EGFP 
 
(Janke et al. 2004) 
pFA6a-
NatNT2 
pFA6a-NatNT2 (Janke et al. 2004) 
pFA6a-
hphNT1 
pFA6a-hphNT1 (Janke et al. 2004) 
pHM105 eqFP611-hphNT1 
 
H. Maekawa 
pHM106-7 eqFP611-natNT2 
 
H. Maekawa 
pSM1023 4xGFP-kanMX6 
 
E. Schiebel 
pTH106 pRS306 mit Gal1-BUB2 
 
T. Höfken 
 
 
2.1.8 Stämme und Medien 
2.1.8.1 E. coli 
Die oben genannten Plasmide wurden in die folgenden E. coli-Stämme 
transformiert und anschließend amplifiziert: 
 
DH5α deoR endA1 gyrA96 hsdR17(rk
-mk
-) recA1 relA1 supE44 thi-1 
Δ(lacZYA-argFV169) φ80δlacZΔM15 F- λ-; Clontech (Palo Alto, 
USA) 
 
BL21 (DE3) pLysS E. coli B F- dcm ompT hsdS(rβ
-mβ
-) gal (DE3) [pLysS Camr)a; 
Stratagene (La Jolla, USA) 
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2.1.8.2 S. cerevisiae 
Die verwendeten S. cerevisiae-Stämme sind in Tabelle 2.5 aufgelistet und 
beschrieben. 
 
Tab. 2.5: Verwendete S. cerevisiae-Stämme. 
Name Beschreibung Quelle 
BMA64-1A MATa ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
 
E. Schiebel 
BMA64-1B MATα ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
 
E. Schiebel 
CLY169 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc5-10  
 
E. Schiebel 
CVY16 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-1 
 
E. Schiebel 
ESM1192 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 pTH17 (pRS316-LTE1) 
 
(Höfken und 
Schiebel, 
2002) 
ESM1249 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
tem1-3 
 
E. Schiebel 
ESM1276 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-2 
  
E. Schiebel 
ESM1276 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-2  
 
E. Schiebel 
ESM1278 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 
 
E. Schiebel 
ESM1309 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
dbf2-2  
 
E. Schiebel 
ESM1309 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
dbf2-2 
 
E. Schiebel 
ESM1361 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
mob1-67 
 
E. Schiebel 
ESM1362 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
CDC14-GFP-klTRP1 
 
(Höfken und 
Schiebel, 
2002)  
ESM1373 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 CDC14-GFP-HIS3MC6 
 
E. Schiebel 
ESM2428 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
CDC14-GFP-klTRP1 CFP-TUB1-URA3 
 
F. Ahmad 
ESM356 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 (Höfken und 
Schiebel, 
2002) 
ESM521 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆spc19::HIS3MX6 pSM563 (pRS316-SPC19) 
 
E. Schiebel 
FAY104 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc5-10 Gal1-GFP-FAR9-klTRP SPC42-eqFP-hphNT1 
 
F. Ahmad 
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FAY105 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆nud1::kanMX6 LEU2::nud1-2 Gal1-GFP-FAR9-klTRP1 
SPC42-eqFP-hphNT1 
 
F. Ahmad 
FAY123 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1  
spc72-7 pGal1-GFP-FAR9-HIS3MX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
 
F. Ahmad 
FAY125 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far9::klTRP CDC14-GFP-kanMX6 
 
F. Ahmad 
FAY125 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far9::klTRP CDC14-GFP-kanMX6 
 
F. Ahmad 
FAY129 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far9::klTRP1 ∆far10::HIS3MX6 CDC14-GFP-kanMX6 
 
F. Ahmad 
FAY130 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
Gal1-3HA-FAR9-natNT2 CDC14-GFP-klTRP1 CFP-TUB1-
URA3 
 
F. Ahmad 
FAY137 MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-
11,15 esp1-1 ∆far9::klTRP1 pSM871 (pRS316-ESP1)  
 
F. Ahmad 
FAY138 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
dbf2-2 ∆far9::klTRP1 pSM908 (pRS316-DBF2)  
 
F. Ahmad 
FAY139 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 ∆far9::klTRP1 pBS9 (pRS316-CDC15) 
  
F. Ahmad 
FAY140 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-2 ∆far9::klTRP1 pUG120 (pRS316-CDC14) 
 
F. Ahmad 
FAY141 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-1 ∆far9::klTRP1 pUG120 (pRS316-CDC14) 
 
F. Ahmad 
FAY143 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
tem1-3 ∆far9::HIS3MX6 pKA59 (pRS316-TEM1) 
 
F. Ahmad 
FAY144 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc5-10 ∆far9::HS3MX6 pCL33 (pRS316-CDC5) 
 
F. Ahmad 
FAY29 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far9::klTRP1 
 
F. Ahmad 
FAY44 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP1 
  
F. Ahmad 
FAY56 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
pGal-GFP-FAR9-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
 
F. Ahmad 
GPY1039 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
pGal1-GFP-FAR9  
 
G. Pereira 
GPY1072 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc5-10 BUB2-6HA-klTRP 
 
G. Pereira 
GPY1073 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc5-10 SPC72-6HA-klTRP1 
 
G. Pereira 
GPY1084 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc5-10 BFA1-3HA-HIS3MX6 
 
G. Pereira 
GPY1086 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆kin4::klTRP1 pGal1-GFP-FAR9-kanMX6 SPC42-eqFP-
G. Pereira 
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hphNT1 
 
GPY1094 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆slk19::klTRP1 CDC14-GFP-hphNT1 pFA15 
(pRS425-FAR9) 
 
Gislene Pereira 
GPY190 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆sst1::URA3 BFA1-3HA-kanMX6 
 
G. Pereira 
GPY464 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 BFA1-3HA-HIS3MX6 
 
G. Pereira 
GPY517 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 CDC14-GFP-HIS3MX6 ∆slk19::kanMX6 
  
G. Pereira 
GPY74 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆sst1::URA3 BUB2-6HA- klTRP1 
 
G. Pereira 
GPY74 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆sst1::URA3 BUB2-6HA-klTRP1 
 
G. Pereira 
HAY13 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆far9::hphNT1 pTH17 (pRS316-LTE1) 
 
A. Hofmann 
HAY24-5 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
FAR9-TAP-kanMX6  
 
A. Hofmann 
HAY27-6 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
FAR10-TAP-kanMX6 
  
A. Hofmann 
HTY08 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP 
BFA1-GFP-kanMX6  
 
diese Arbeit 
HTY09 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP1 
TEM1-GFP-kanMX6 
 
diese Arbeit 
HTY10 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP1 
MOB1-GFP-kanMX6  
 
diese Arbeit 
K2789 MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-
11,15 esp1-1 
 
K. Nasmyth 
K699 MATa leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-
11,15 
 
W. Seufert 
MGY96 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
Gal1-GST-CDC5∆N-URA3 
 
(Darieva et al., 
2006)  
MGY97 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
Gal1-GST-kdCDC5∆N-URA3 
 
(Darieva et al., 
2006) 
RC634a MATa sst1-3 (Bar-) rme ade2 his6 met6 ura1 
 
E. Schiebel 
TAY06 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9-klTRP1 
pGal1-GFP-FAR9-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
 
diese Arbeit 
TAY07 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP 
pGAL1-FAR9RN-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
 
diese Arbeit 
TAY08 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP 
pGAL1-FAR9R-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1MATa ura3-52 
trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
 
diese Arbeit 
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TAY09 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP 
pGAL1-FAR9S-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
 
diese Arbeit 
TAY10 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP 
pGAL1-FAR9N-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
 
diese Arbeit 
TAY11 MATa ura3-52 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 ∆far9::klTRP 
pGAL1-FAR9RSN-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
 
diese Arbeit 
TAY121 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
pGal-GFP-FAR9-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
∆far10::HIS3MX6 
 
diese Arbeit 
TAY122 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
mCherry-TUB1-klTRP1  
 
diese Arbeit 
TAY123 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
pGal1-GFP-FAR9-kanMX6 mCherry-TUB1-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY124 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
mCherry-TUB1-klTRP1 Gal1-CLB2∆db-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY135 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
klTRP1 ∆lte1::kanMX6 pTH17 (pRS316-LTE1) 
 
diese Arbeit 
TAY136 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
pGal1-UPL-TEM1-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY137 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 pGal1-UPL-TEM1-klTRP1 pTH17 (pRS316-
LTE1) 
diese Arbeit 
TAY143 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-2 mCherry-TUB1-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY144 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
tem1-3 mCerry-TUB1-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY145 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-2 mCherry-TUB1-klTRP1 pGal1-GFP-FAR9-kanMX6 
  
diese Arbeit 
TAY146 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
tem1-3 mCerry-TUB1-klTRP1 pGal1-GFP-FAR9-kanMX6  
 
diese Arbeit 
TAY149 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
CDC14-GFP-klTRP1 ∆lte1::HIS3MX6 
 
Diese Arbeit 
TAY149 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::HIS3MX6 CDC14-GFP-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY150 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
CDC14-GFP:klTRP1 ∆slk19:: HIS3MX6  
 
Diese Arbeit 
TAY152 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆slk19::klTRP1 ∆bub2::HIS3MX6 Gal1-
BUB2-URA3  
 
Diese Arbeit 
TAY158 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆slk19::klTRP1 ∆far10::hphNT1 pTH17 
(pRS316-LTE1) 
 
diese Arbeit 
TAY176 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far10::HIS3MX6 CDC14-GFP-klTRP 
 
diese Arbeit 
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TAY180 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆slk19::klTRP1 ∆far9::HIS3MX5  
 
diese Arbeit 
TAY182 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far10::HIS3MX6 ∆far9::klTRP1 ∆lte1::kanMX6 CDC14-
GFP-hphNT1 
 
diese Arbeit 
TAY185 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
Swi5-9MYC-klTRP1 pFA15 (pRS425-FAR9)  
 
diese Arbeit 
TAY187 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-2 Swi5-9MYC-klTRP pFA15 (pRS425-FAR9)  
 
diese Arbeit 
TAY188 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
Swi5-9MYC-klTRP1 pRS425 
 
diese Arbeit 
TAY190 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc14-2 Swi5-9MYC-klTRP pRS425 
 
diese Arbeit 
TAY193 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far9::hphNT1 ∆lte1::HIS3MX6 CDC14-GFP-klTRP1 
  
diese Arbeit 
TAY195 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far19::hphNT1 ∆lte1::HIS3MX6 CDC14-GFP-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY213 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆sst1::URA3 CDC14-3MYC-HIS3MX6 
 
diese Arbeit 
TAY214 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆sst1::URA3  CDC14-3MYC-HIS3MX6 FAR9-6HA-klTRP1 
  
diese Arbeit 
TAY25 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 BUB2-6HA-klTRP 
 
diese Arbeit 
TAY253 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
pGal-GFP-FAR9-kanMX6 SPC42-eqFP-hphNT1 
∆far8::klTRP1 
 
Diese Arbeit 
TAY255 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::hphNT1 ∆far9::klTRP1 CDC14-GFP-kanMX6 
 
diese Arbeit 
TAY256 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::hphNT1 ∆far9::klTRP1 ∆far10::HIS3MX6 CDC14-
GFP-kanMX6 
 
diese Arbeit 
TAY257 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::hphNT1 CDC14-GFP-kanMX6 
 
diese Arbeit 
TAY258 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
GFP-TUB1-URA3  
 
diese Arbeit 
TAY26 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 TEM1-6HA-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY27 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 SPC72-6HA-klTRP 
 
diese Arbeit 
TAY270 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::hphNT1 ∆far9::klTRP1 ∆far10::HIS3MX6 
∆bfa1::natNT1 CDC14-GFP-kanMX6 
 
diese Arbeit 
TAY271 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆bfa1::natNT1 CDC14-GFP-kanMX6 
diese Arbeit 
2 Material und Methoden          - 26 - 
 
 
TAY276 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
CDC14-GFP-kanMX6 Gal1-CDC20-LEU2 
 
diese Arbeit 
TAY277 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::hphNT1 ∆far9::klTRP1 ∆far10::HIS3MX6 CDC14-
GFP-kanMX6 Gal1-CDC20-LEU2 
 
diese Arbeit 
TAY284 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆bfa1::HIS3MX6 ∆bub2::klTRP pGal1-GFP-FAR9-kanMX6 
SPC42-eqFP-hphNT1  
 
diese Arbeit 
TAY286 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far9::HIS3MX6 GFP-TUB1-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY287 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::klTRP1 ∆far9::HIS3MX6 GFP-TUB1-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY288 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far9::HIS3MX6 ∆far10::hphNT1 GFP-TUB1-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY289 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::klTRP1 GFP-TUB1-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY290 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::klTRP1 ∆far9::HIS3MX6 ∆far10::hphNT1 GFP-TUB1-
URA3 
 
diese Arbeit 
TAY294 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far8::klTRP1 ∆far9::HIS3MX6 ∆far10::hphNT1 
∆bfa1::natNT1 GFP-TUB1-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY296 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆far10::hphNT1 GFP-TUB1-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY297 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆bfa1::natNT1 GFP-TUB1-URA3 
 
diese Arbeit 
TAY33 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
TEM1-6HA-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY34 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
SPC72-6HA-klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY86 MATa ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
∆slk19::HIS3MX6 
 
diese Arbeit 
TAY87 MATa ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
∆lte1::HIS3MX6 
 
diese Arbeit 
TAY88 MATa ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
∆pds1::HISM3X6 
 
diese Arbeit 
TAY89 MATα ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
∆far9::klTRP1 
 
diese Arbeit 
TAY90 MATα ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
∆slk19::HIS3MX6 
 
diese Arbeit 
TAY91 MATα ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 
∆lte1::HIS3MX6 
 
diese Arbeit 
TAY92 MATα ura3-1 trp1-∆2 leu2-3, 112 his3-11 ade2-1 can1-100 diese Arbeit 
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∆pds1::HISM3X6 
 
TAY99 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
cdc15-1 ∆far9::klTRP1 pBS9 (RS316-CDC15) 
 
diese Arbeit 
THY309 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆slk19::klTRP1 pTH17 (pRS316-LTE1)  
 
T. Höfken 
THY432 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆ste20::klTRP1 ∆swe1::HIS3MX6 pTH17 
(pRS316-LTE1) 
 
T. Höfken 
THY433 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆ste20::klTRP1 ∆hct1::HIS3MX6 pTH17 
(pRS316-LTE1) 
 
T. Höfken 
THY434 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆ste20::klTRP1 ∆sic1::HIS3MX6 pTH17 
(pRS316-LTE1) 
 
T. Höfken 
THY87 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 
∆lte1::kanMX6 ∆ste20::klTRP1 pTH17 (pRS316-LTE1) 
 
T. Höfken 
YBH8-2c MATα sst2-4oc his6 ura1 met1 cry1 (rme∆, can1∆, cyh2∆) 
 
E. Schiebel 
YPH499 MATa ura3-52 lys2-801ade2-101 trp1∆63 his3∆200 leu2∆1 (Sikorski und 
Hieter, 1989)  
 
 
2.1.9 Kulturmedien 
2.1.9.1 Medien für E. coli 
SOB-Medium:  20 g Bacto-Trypton 
5 g Hefe-Extrakt 
    2,5 mM KCl 
    10 mM NaCl 
    10 mM MgCl2 
    10 mM MgSO4 
 aufgefüllt mit demin. Wasser auf 1 l 
 
TY-Medium:   10 g Bacto Trypton 
    5 g Hefe Extrakt 
    5 g NaCl 
    pH 7,5 
    aufgefüllt mit demin. Wasser auf 1 l 
 
TY-Platten:   1 l TY-Medium 
20 g Agar 
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TY mit Ampicillin: Ampicillin (Stock-Lösung: 100 mg/ml in H2O) wurde 
1:1000 in TY-Medium verdünnt 
 
TY mit Kanamycin: Kanamycin (Stock-Lösung: 30 mg/ml in H2O) wurde 
1:1000 in TY-Medium verdünnt 
 
2.1.9.2 Medien für S. cerevisiae 
YPD:   10 g Hefe-Extrakt 
   20 g Bacto-Pepton 
   20 g Glucose 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 1 l 
 
YPAD:   1 l YPD 
   100 mg Adenin 
 
 
YPD-Platten:  1 l YPD 
   20 g Agar 
 
Antibiotika-Platten: 1 l YPD 
   20 g Agar 
   0,82 g G418 / 0,1 g Hph / 0,2 g Nat 
 
SC-Medium:  6,7 g Bacto-Yeast nitrogen base ohne Aminosäuren 
   20 g Glucose 
   2 g Drop-out-Mix 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 1 l 
Drop-out-Mix: 36,7 g Aminosäure-Mix 
   2 g Histidin 
   4 g Leucin 
   2 g Uracil 
   2 g Tryptophan 
entsprechend des erwünschten SC-Mediums wurden für SC-
LEU Leucin, für SC-HIS Histidin, für SC-URA Uracil und für 
SC-TRP Tryptophan weggelassen. 
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Aminosäure-Mix 5 g Adenin 
   20 g Alanin 
   20 g Arginin 
   20 g Asparagin 
   20 g Asparaginsäure 
   20 g Cystein 
   20 g Glutamin  
   20 g Glutaminsäure 
   20 g Glycin 
   20 g Inositol 
   20 g Isoleucin 
   20 g Lysin 
   20 g Methionin 
   2 g para-Aminobenzoesäure 
   20 g Phenylalanin 
   20 g Prolin 
   20 g Serin 
   20 g Threonin 
   20 g Tyrosin 
   20 g Valin 
 
SC-Platten:  6,7 g Bacto-Yeast nitrogen base ohne Aminosäuren 
   20 g Glucose 
   2 g Drop-out-Mix 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 500 ml 
 
   20 g Agar 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 500 ml 
beide Lösungen wurden separat autoklaviert und 
anschließend vereint 
 
YPARaff-Medium: 2 g Hefe-Extrakt 
   4 g Bacto Pepton 
4 g Raffinose 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 200 ml 
steril filtriert 
 
YPARaffGal-Medium: 2 g Hefe-Extrakt 
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   4 g Bacto-Pepton 
4 g Raffinose 
2 g Galactose 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 200 ml 
steril filtriert 
 
YPARaffGal-Platten: 2 g Hefe-Extrakt 
   4 g Bacto Pepton 
4 g Raffinose 
2 g Galactose 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 200 ml 
steril filtriert 
 
4 g Agar in 100 ml H2O, autoklaviert 
beide Lösungen wurden anschließend vereint 
 
5-FOA-Platten: 1,34 g Bacto-Yeast nitrogen base ohne Aminosäuren 
0,4 g Drop-out-Mix SC-URA 
4 g Glucose 
10 mg Uracil 
0,2 g 5-FOA 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 100 ml 
steril filtriert 
 
4 g Agar in 100 ml H2O, autoklaviert 
Beide Lösungen wurden anschließend vereint. 
 
 
SPO-Platten:  2,5 g Hefe Extrakt 
   15 g Kaliumacetat 
0,4 g Glucose 
20 mg: His, Leu, Lys, Trp, Met, Arg 
40 mg : Ade, Ura, Tyr 
100 mg Phe 
350 mg Thr 
20 g Agar 
aufgefüllt mit demin. Wasser auf 1 l 
 
2 Material und Methoden          - 31 - 
 
2.1.10 Filter und Membranen 
Filter und Membranen 
Whatman Papier    Whatman (Maidstone, UK) 
Nitrocellulose Membran, Protran BA85 Schleicher und Schüll (Dasse, 
Deutschland) 
Flaschen-Filter 250 ml, 500 ml   Corning (New York, USA) 
Zentrifugations-Säulen Vectra Spin Micro  Whatmann (Maidstone, UK) 
Polysteren-Säulen, 2 ml, Proteinaufr. Pierce Protein Research Products 
Thermo Scientific (Rockford, USA) 
 
2.1.11 Fotomaterial 
Super RX Fuji Medical X-ray Film Fuji Photo Film Co., LTD (Tokio, 
Japan) 
 
2.1.12 Sonstige Materialien 
Qiagen Plasmid Mini Kit   Qiagen (Hilden, Deutschland) 
QIAquick Gel Extraktions-Kit  Qiagen (Hilden, Deutschland) 
Glasperlen für Lyse, ∅ 0,5 mm  BioSpec Products inc. (Bartlesville, 
USA) 
Lachssperma-DNA    Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
 
2.1.13 Geräte 
Blot-Kammer semidry   Hölzel (Wörth, Deutschland) 
CCD-Kamera Cascade Modell 650  Roper Scientific (Tucson, USA)  
FastPrep FP120 Kugelmühle  Thermo Electron (Bonn, Deutschland) 
Feinwaage     Satorius (Göttingen, Deutschland) 
iMAC7,1 Core 2 Duo    Apple Macintosh (USA) 
Inkubator BK-600    Heraeus (Hanau, Deutschland) 
Inkubator Function Line   Heraeus (Hanau, Deutschland) 
Inkubator Kelvitron    Heraeus (Hanau, Deutschland) 
Kühleinheit     Infors AG (Bottmingen, Deutschland) 
Kühlgerät, Enviro Center MPR-1410 Sanyo (München, Deutschland) 
Kühlschrank CUP 3553-21   Liebherr (Ochsenhausen, Deutschland) 
Laborautoklav Systec D 65  Systec GmbH Labor-Systemtechnik 
(Wettenberg, Deutschland) 
2 Material und Methoden          - 32 - 
 
Laserdrucker HP Laserjet P2015dn  Hewlett Packard (Boise, USA) 
Lichtmikroskop    Zeiss (Jena, Deutschland) 
Mikroskop, invers Axiovert 200  Zeiss (Jena, Deutschland) 
Mikrowelle M196T    Matsui (Chicago, USA) 
Millipore Arium 611DI   Satorius (Göttingen, Deutschland) 
Optima TL Ultrazentrifuge   Beckmann (Krefeld, Deutschland) 
PC, Intel Core 2 Duo E6320   Edo GmbH (Hockenheim, Deutschland) 
pH-Meter 766     Mettler (Giessen, Deutschland) 
Pipettiergerät, Multipipette Plus  Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Polymax 1040, Schüttler   Heidolph (Schwabach, Deutschland) 
Power Supply Power Pac basic  BioRad (Hemel Hempstead, UK) 
Power Supply Power Pac HC  BioRad (Hemel Hempstead, UK) 
Roller-Mixer STR1    Progen (South Yorkshire, UK) 
Rotor SB3     Progen (South Yorkshire, UK) 
Run One Elektrophorese-Kammer  Embi Tec, (San Diego, USA) 
Scanner Epson Perfection 4990 Photo Epson (Düsseldorf, Deutschland) 
Schüttelinkubator    Infors AG (Bottmingen, Deutschland) 
SDS-PAGE-Kammer    BioRad (Hemel Hempstead, UK) 
Sektionsmikroskop MSM System  Singer Instruments (Somerset, UK) 
Sorvall RC5B Zentrifuge   Kendro (Bishop’s Stordford, UK) 
Spektralphotometer Ultraspec 2100 Amersham Bioscience (München, 
Deutschland) 
Standgefrierschrank G2713   Liebherr (Ochsenhausen, Deutschland) 
Sterilbank SterilGard Hood Class II  The Beaker Company Inc. (Stanford, 
USA) 
Thermocycler T-Personal   Biometra (Göttingen, Deutschland) 
Thermomixer comfort   Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Ultraschallgerät Sonopuls   Bandelin (Berlin, Deutschland) 
Ultratiefkühlschrank MDF-U7  New Brunswick Scientific (Edison, USA) 
Vortex-Genie-2    Scientific Industries (New York, USA) 
Waage Mettler PC2200    Delta Range (Gießen, Deutschland) 
Zentrifuge 5415D    Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Zentrifuge 5417R    Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Zentrifuge 5810R    Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Zentrifuge GS-6R    Beckmann (Krefeld, Deutschland) 
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2.1.14 Software 
MetaMorph 6.3r6  Visitron Systems GmbH (Pucheim, 
Deutschland) 
Amplify 3.1.4     Bill Engels (Wisconsin, USA) 
DNA strider 1.4f6  Christian Marck (Gif-Sur-Yvette Cedex, 
France) 
Endnote 8.0  Wintertree Software Inc. (Carlsbad, 
USA) 
Firefox 2.0.0.16    Charlton Company (Louisville, USA) 
Photoshop CS  Adobe Systems (München, 
Deutschland) 
PowerPoint 2004 für Mac Version 11.3.5 Microsoft Corporation (Washington, 
USA) 
Word 2004 für Mac Version 11.3.8  Microsoft Corporation (Washington, 
USA) 
Exel 2004 für Mac Version 11.3.7  Microsoft Corporation (Washington, 
USA) 
 
2.1.15 Internet Service 
Entrez-PubMed:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/query.fcgi 
ExPASy   http://www.expasy.ch/ 
SGD    http://genome-www.stanford.edu/cgi-bin/SGD/ 
Mascot   http://www.matrixscience.com 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain 
reaction = PCR) 
DNA-Fragmente wurden mittels PCR amplifiziert (Saiki et al., 1988). Als 
Amplifikations-Vorlage (Template) wurden Plasmide oder chromosomale DNA 
verwendet. Im ersten Schritt wurde die DNA bei einer Temperatur von 95 °C 
denaturiert. Die folgende Anlagerung des Primers findet bei niedrigerer 
Temperatur (Anealing-Temperatur) statt; diese variiert für jedes Primerpaar 
entsprechend der Schmelztemperatur. Die Anealing-Temperatur resultiert aus der 
Schmelztemperatur (Tm) abzüglich 5 °C und wurde wie folgt berechnet: [n(A,T) x 
2 °C + n(C,G) x 4 °C] – 5 °C. Die Zeit der anschließenden Amplifikation der DNA 
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(Elongations-Zeit) wurde für die Taq- und Vent-Polymerase mit 1 min pro 1 kb zu 
amplifizierender DNA und für die Pfu-Polymerase mit 2 min pro 1 kb DNA 
kalkuliert. 
 
2.2.1.1 Amplifikation von Genen 
Zur Amplifikation von Genen wurde die Pfu-Polymerase verwendet. Folgender 
PCR-Ansatz wurde verwendet: 
 
20 ng DNA  
10 µM forward Primer 
10 µM reverse Primer 
1 x Pfu-Polymerase-Puffer 
10 mM dNTP’s 
1 U Pfu-DNA-Polymerase (2.1.3) 
aufgefüllt mit autoklaviertem demin. Wasser auf 50 µl 
 
 
 
Der Thermocycler wurde wie folgt programmiert: 
 
95 °C   2 min 
95 °C   30 s 
Tm Primer – 5 °C 30 s   30 Zyklen 
72 °C   2 min pro kb DNA 
72 °C   10 min 
 
2.2.1.2 Kolonie-PCR 
Mit Kolonie-PCR wurden DNA-Fragmente direkt von S. cerevisiae-Zellen 
amplifiziert ohne vorhergehende Isolation der DNA. Verwendet wurde diese 
Methode um die Integration von Selektionsgenen in das S. cerevisiae-Genom 
durch Amplifikation des Markergens zu überprüfen. Dazu wurden 2-5 µg 
Hefezellen von einer Agarplatte direkt in eine 0,01%ige Sarcosyl-Lösung 
gegeben. Das Gemisch wurde weiterhin für 10 min bei 95 °C gekocht; davon 
0,5 µl für die PCR-Reaktion eingesetzt. Des Weiteren setzt sich der PCR-Ansatz 
wie folgt zusammen: 
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12,5 µM forward Primer 
12,5 µM reverse Primer 
1 x Taq-Polymerase-Puffer (2.1.3) 
5 mM dNTP’s 
1 U Taq-Polymerase 
aufgefüllt mit autoklaviertem demin. Wasser auf 25 µl 
 
PCR Programm: 
95 °C   5 min 
95 °C   30 s 
Tm Primer – 5 °C 30 s   35 Zyklen 
68 °C   1 min pro kb DNA 
68 °C   3 min 
 
Von der PCR-Reaktion wurden 12,5 µl mittels Agarose-Gelelektrophorese 
(2.2.4.1) analysiert. 
 
2.2.1.3 Mutagenese-PCR zum Austausch einzelner Aminosäuren 
Das Protokoll für den Austausch von einzelnen Aminosäuren wurde Stratagene’s 
QuickChange–Site-Directed Mutagenese-Kit adaptiert. Dazu wurden forward und 
reverse Primer erstellt, die in der Mitte der Primersequenz die entsprechende 
Mutation als Basenaustausch aufwiesen und auf beiden Seiten von 15 – 20 bp 
flankiert wurden.  
 
 
PCR-Ansatz: 
 
50 ng DNA 
12,5 µM forward Primer 
12,5 µM reverse Primer 
1 x Pfu-Polymerase-Puffer 
10 mM dNTP’s 
2,5 U Pfu-DNA-Polymerase (2.1.3) 
aufgefüllt mit autoklaviertem demin. Wasser auf 50 µl 
 
PCR-Programm: 
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95 °C 30 s 
95 °C 30 s 
55 °C 1 min   16 Zyklen 
68 °C 1 min pro kb DNA 
 
Bevor die amplifizierte DNA in E. coli transformiert und isoliert wurde, erfolgte der 
Verdau der eingesetzten Template-DNA mit DpnI (spezifisch für methylierte 
DNA). 
 
2.2.1.4 Amplifikation von Kassetten 
Die Bedingungen für die Amplifikation von Kassetten zur Fusion von Genen mit 
Tag-Proteinen (epitope tagging) und für die Deletion von Genen wurde nach Knop 
et al. 1999 und Janke et al. 2004 durchgeführt. Die dazu verwendeten Plasmide 
sind in der Tab. 2.4 aufgelistet. S1/S2-Primer wurden für die Amplifikation von 
Deletions-Kassetten, S2/S3 oder S2/S4 Primer wurden für die Amplifikation von 
verschiedenen Fusionsproteinen verwendet. Hierbei führt die Kombination von S2 
mit S3 zu einer Fusion am C-Terminus und die Kombination von S2 mit S4 zu 
einer Fusion am N-Terminus (Knop et al., 1999; Janke et al., 2004). Für die 
Amplifikation wurden die Standardbedingungen aus Janke et al. 2004 verwendet.  
 
2.2.2 DNA-Fällung 
Zur Fällung von Plasmid-DNA aus einer Lösung wurde die zweifache Menge 
Ethanol und 1/10 3 M Natriumacetat in Bezug auf das Volumen der vorliegenden 
DNA-Lösung gegeben. Die Fällung der DNA erfolgte durch Inkubation für 10 min 
bei -20 °C. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 16000 x g und 4 °C für 
20 min. Das Präzipitat wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, anschließend 
getrocknet und in 20-50 µl demin. Wasser aufgenommen. 
 
2.2.3 Restriktionsverdau 
Die Bedingungen für den Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten wurden 
entsprechend den Herstellerangaben (NEB und Roche) gewählt. Dabei wurde 
Plasmid-DNA für zwei Stunden und PCR-Fragmente über Nacht verdaut.  
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2.2.4 Gelelektrophorese 
2.2.4.1 Trennung von DNA 
Zur Trennung von Nukleinsäuren wurde die Standartmethode der Agarose-
Gelelektrophorese verwendet. Dabei führt die Verwendung eines elektrischen 
Feldes zum Transport der Nukleinsäuren durch die Gelmatrix. Dies führt zur 
Auftrennung verschieden großer Fragmente (Sambrook et al., 1989). Als 
Standardbedingungen wurden TAE-Puffer (2.1.2), eine Gelkonzentration von 
0,8 %, sowie eine Spannung von 100 V verwendet. Die DNA-Proben wurden 
zusammen mit 1/6 Volumen des 6 x DNA-Ladepuffers (2.1.2) auf das Gel 
aufgetragen. Als Größenstandard wurde der 1 kb Ladder der Firma Invitrogen 
(2.1.2) verwendet.  
 
2.2.4.2 Trennung von Proteinen mit Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen durch Natriumdodecyl-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt (Laemmli, 1970). Unter der 
Verwendung eines 4%igen Sammelgels wurde die Konzentration der Trenngele 
entsprechend der kalkulierten Proteingrößen von 8 bis 12 % variiert (Tab. 2.6). 
 
Tab. 2.6: Acrylamid-Gele für SDS-PAGE 
 8 % 10 % 12 % 18 % 4 % Sammelgel 
 
Acrylamid (30 %) in ml 2,7 3,35 4,0 6,0 0,65 
1,5 M Tris-HCl (pH 8.8) in ml 2,5 2,5 2,5 2,5 - 
0,5 M Tris-HCl (pH 6.8) in ml - - - - 1,25 
H2O in ml 4,7 4,0 3,4 1,35 3,1 
10 % (w/v) SDS in µl 100 100 100 100 50 
10 % (w/v) APS in µl 50 50 50 50 25 
TEMED in µl 5 5 5 5 5 
 
Proteinproben wurden in HU-Puffer (2.1.2) aufgenommen, für 15 min bei 65 °C 
inkubiert und anschließend bei 1000 x g in der Tischzentrifuge für 2 min 
zentrifugiert. Es wurden 15 µl geladen. 
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2.2.5 Färbetechniken 
2.2.5.1 Färbung von DNA 
Nach Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Agarose-Gelelektrophorese wurden 
die Gele durch 20minütige Inkubation in einer Ethidiumbromid-Lösung (1 ng/ml) 
gefärbt. Nach Inkubation für 5 min in Wasser wurde die DNA mit einem UV-
Transiluminator analysiert. 
 
2.2.5.2 Färbung von Proteinen 
Zur Färbung von Proteinen wurde eine Lösung mit Coomassie-Brillant-Blau 
verwendet. Die Lösung besteht aus 0,25 % (w/v) Serva Blue G (Serva, 
Heidelberg, Deutschland), 7 % (v/v) Essigsäure und 50 % (v/v) Methanol. Das 
Gel wurde darin für 1 h inkubiert. Anschließend wurde das Gel in einer Lösung 
bestehend aus 7 % (v/v) Essigsäure und 50 % Methanol entfärbt. Das entfärbte 
Gel wurde in einer 7%igen Essigsäure-Lösung aufbewahrt und mit Hilfe von 
Einweckfolie konserviert. 
 
2.2.6 DNA Extraktion aus Agarose-Gelen 
DNA-Fragmente wurden aus Agarose-Gelen mit Hilfe des QIAquick Gel-
Extraktions-Kits (Qiagen, 2.1.12) nach Herstellerangaben isoliert. 
 
2.2.7 Anzucht von Kulturstämmen 
2.2.7.1 Kultivierung von E. coli 
Die Kultivierung von E. coli erfolgte in TY-Medium (siehe 2.1.9.1). Zum Beimpfen 
wurden Volumina zwischen 10 und 50 µl einer Stammkultur oder eine einzelne 
von einer Agarplatte überführte Kolonie eingesetzt. Bei Bakterienstämmen, die 
über Resistenzgene verfügten, wurde das entsprechende Antibiotikum dem 
Medium hinzugefügt (2.1.9.1). Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37 °C im 
Schüttelinkubator. 
 
2.2.7.2 Kultivierung von S. cerevisiae 
Für die Kultivierung von S. cerevisiae wurde eine Vorkultur mit Zellen von einer 
Agarplatte beimpft. Nach Inkubation über Nacht im Schüttelinkubator wurde die 
Vorkultur zur Beimpfung der Hauptkultur verwendet. Dabei beträgt die optimale 
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Wachstumstemperatur 30 °C. Temperatursensitive Mutanten wurden vor der 
Inkubation unter restriktiven Temperaturen, bei der permissiven Temperatur 
inkubiert. Das Medium ist abhängig von den experimentellen Bedingungen, wobei 
Wildtyp-Zellen in YPDA oder SC-Complete inkubiert wurden (siehe 2.1.9.2). Zur 
Selektion von Plasmiden wurde das SC-Medium ohne die entsprechende 
Aminosäure, deren Synthese durch den Marker des verwendeten Plasmids 
erfolgte, verwendet. Bei S. cerevisiae-Stämme, die durch chromosomale 
Integration von Genen verändert wurden, erfolgten vor der Inkubation in 
nichtselektiven Medien, eine Selektion auf entsprechenden SC- oder 
antibiotikahaltigem Medium. 
 
2.2.8 Klonierung 
Die zu klonierenden Gene wurden mit PCR von chromosomaler- oder Plasmid-
DNA amplifiziert (siehe 2.2.1.1). Dabei beinhalteten die verwendeten Primer zur 
Vereinfachung der Klonierung Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen. Die 
erzeugten Plasmide wurden vor der Transformation in S. cerevisiae mit E. coli 
amplifiziert. Eine Integration von DNA in das Chromosom von S. cerevisiae 
erfolgte über homologe Rekombination.  
 
2.2.8.1 Bearbeitung von Vektoren 
Die Plasmid-DNA wurde für die Klonierung zuerst mit Restriktionsendonukleasen 
Verdaut und anschließend durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.4.1) von 
dem herausgeschnittenen Fragment isoliert (siehe 2.2.6). Eine weitere 
Behandlung der Plasmid-DNA war nicht erforderlich, da für den 
Restriktionsverdau zwei verschiedene Restriktionsendonukleasen verwendet 
wurden. Dies verhindert eine mögliche Religation der Plasmid-DNA ohne Insert.  
 
2.2.8.2 Bearbeitung von Inserts 
Die für die Klonierung vorgesehenen Gene wurden mit PCR unter Verwendung 
von Primern mit Restriktionsschnittstellen amplifiziert (siehe 2.2.1.1). Nach der 
PCR wurden die Fragmente mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen 
verdaut und über Agarose-Gelelektrophorese getrennt und anschließend 
aufgereinigt (siehe 2.2.6).  
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2.2.8.3 Ligation 
Die verdauten und aufgereinigten Plasmid- und Insert-Fragmente wurden mit 
Hilfe des Enzyms Ligase verbunden. Dazu wurde für die Reaktion 50 ng Plasmid-
DNA und 200 ng des Inserts mit 1 U Ligase (siehe 2.1.3) 1 x Ligase Puffer und 
5 µM ATP für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Hälfte 
des Ligationsansatzes in E. coli-Zellen transformiert.  
 
2.2.9 Kompetente Zellen 
2.2.9.1 Kompetente E. coli-Zellen 
Eine Vorkultur von E. coli in TY-Medium wurde zur Beimpfung einer 250 ml Kultur 
in SOB-Medium (2.1.9.1) verwendet. Diese Kultur wurde bei 18 °C bis zu einer 
OD600 von 0,6 inkubiert. Die Kultur wurde bei 4 °C durch Zentrifugation bei 
niedriger Drehzahl (1000 x g) pelletiert und in 1/3 des Ausgangsvolumens mit 
eiskaltem FTB (10 mM PIPES, 55 mM MnCl2, 15 mM MgCl2, 250 mM KCl) 
resuspendiert. Nach Inkubation für 10 min auf Eis erfolgt ein weiterer 
Zentrifugationsschritt bei 1000 x g. Anschließend wurden die Pellets in 1/12,5 des 
Ausgangsvolumens mit FTP resuspendiert. Nach Zugabe von 7 % DMSO und 
einem weiteren Inkubationsschritt von 10 min auf Eis, wurden die Zellen zu 
Aliquots aus 100 µl in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.  
2.2.9.2 Kompetente S. cerevisiae-Zellen 
Eine Übernachtkultur von S. cerevisiae wurde in 50 ml Medium (YPDA, oder SC) 
verdünnt und bis zu einer OD600 von 0,5 bis 0,8 inkubiert. Nach der Ernte der 
Zellen durch Zentrifugation mit 1000 x g wurden die Zellen mit 50 ml sterilem 
demin. Wasser gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschschritt in ¼ des Volumens 
mit LiSorb (siehe 2.1.1). Das Zellpellet wurde in 300 µl LiSorb aufgenommen. 
Anschließend wurde die Zellsuspension in 50 µl Aliquots aufgeteilt und mit je 5 µl 
Lachssperma DNA (siehe 2.1.12), die zuvor bei 95 °C für 3 min denaturiert 
wurde, versetzt. Die Zellen konnten sofort für die Transformation verwendet 
werden, oder bei -80 °C aufbewahrt werden. 
 
2.2.10 Transformation 
Kompetente Zellen von E. coli und S. cerevisiae (siehe 2.2.9.1, 2.2.9.2), wurden 
für die Transformation durch Hitzeschock verwendet. 
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2.2.10.1 Transformation von E. coli-Zellen 
100 µl kompetente E. coli-Zellen wurden mit 5-10 µl Plasmid-DNA für 30 min auf 
Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein 1,5minütiger Hitzeschock bei 42 °C. Die 
Zellen wurden in TY-Medium (siehe 2.1.9.1) aufgenommen und für 45 min bei 
37 °C im Schüttelinkubator inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen auf 
Selektionsplatten aufgetragen und bei 37 °C über Nacht inkubiert. 
 
2.2.10.2 Transformation von S. cerevisiae-Zellen 
50 µl kompetente S. cerevisiae-Zellen wurden mit 0,5-1 µl Plasmid-DNA oder 5 µl 
Kassetten-DNA sowie mit 300 µl LiPEG (siehe 2.1.1) vermischt und für 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 35 µl DMSO wurde die 
Zellsuspension bei 42 °C für 15 min (für temperatursensitive Stämme für nur 
12 min) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 
1000 x g geerntet und in sterilem PBS aufgenommen. Bei der Verwendung von 
Auxotrophiemarkern wurde die Suspension direkt auf die Selektionsplatten 
aufgetragen und bei der für den Stamm optimalen Temperatur für 2 Tage 
inkubiert. Bei der Verwendung von Antibiotikaresistenzen wurden die Zellen für 
Geneticin (G418) 3 h, für Hygromycin und Nourseothricin 6 h in YPDA inkubiert, 
bevor sie auf Selektionsplatten aufgetragen wurden.  
2.2.11 Aufbewahrung von Kulturen bei -80 °C 
2.2.11.1 Aufbewahrung von E. coli-Zellen 
1 ml einer Flüssigkultur von E. coli wurde mit 500 µl einer 50%igen (v/v) 
Glycerol-Lösung vermischt, in ein Kryo-Gefäß überführt und unverzüglich bei -
80 °C aufbewahrt. 
 
2.2.11.2 Aufbewahrung von S. cerevisiae-Zellen 
Ungefähr 10 mm3 frische S. cerevisiae-Zellen wurden von einer Agarplatte 
gestrichen und mit 1 ml einer 15%igen (v/v) Glycerol-Lösung vermischt und in 
einem Kryo-Gefäß unverzüglich bei -80 °C aufbewahrt.  
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2.2.12 Isolation von DNA 
2.2.12.1 Isolation von Plasmid-DNA von E. coli 
Zur Präparation von Plasmiden aus E. coli wurde die DNA mit den 
gebrauchsfertigen Puffern 1-3 der Firma Qiagen (2.1.1) nach Herstellerangaben 
isoliert. 
 
2.2.12.2 Isolation von chromosomaler DNA von S. cerevisiae 
Die Isolation von chromosomaler S. cerevisiae-DNA wurde zum einen von 
Wildtyp-Zellen isoliert und als Template für die Amplifikation von Genen durch 
PCR verwendet und zum anderen für die Analyse chromosomaler DNA nach einer 
Deletion zur Bestätigung der chromosomalen Integration mit PCR.  
 
1,5 ml einer S. cerevisiae-Kultur wurden bei einer OD600 von 1,0 durch 
Zentrifugation (1000 x g, 4 °C) pelletiert. Nach einem Waschschritt mit 1 ml 
demin. Wasser wurden die Zellen in 750 µl Qiagen Puffer 1 (siehe 2.1.1) mit 1 µl 
β-Mercaptoethanol und 3 U Zymolyase 20T aufgenommen. Die Zellsuspension 
wurde für 1 bis 2 h bei 37 °C inkubiert und zwischendurch einige male 
geschwenkt. Anschließend wurden 150 µl Qiagen Puffer 2 (siehe 2.1.1) 
zugegeben, leicht gemischt und für 20 min bei 65 °C inkubiert. Nachdem die 
Suspension auf Eis abgekühlt wurde, erfolgte die Zugabe von 150 µl 
Qiagen Puffer 3 (siehe 2.1.1) und eine weitere Inkubation von 15 min auf Eis. Zur 
Abtrennung der Proteine wurde die Suspension 5 min bei 16000 x g zentrifugiert, 
der Überstand in ein sauberes Reaktionsgefäß überführt und zur Fällung der 
chromosomalen DNA 450 µl Isopropanol zugegeben. Nach Inkubation von 5 min 
bei Raumtemperatur erfolgte eine Zentrifugation bei 16000 x g für 30 s. Der 
Überstand wurde entfernt und das DNA-Pellet wurde mit 500 µl 70% Ethanol 
gewaschen und anschließend getrocknet. Die DNA wurde in 50 µl demin. Wasser 
aufgenommen und bei -20 °C aufbewahrt. 
 
2.2.13 Bestimmung der DNA Konzentration 
Die Konzentration von Plasmiden und Oligonukleotiden wurde photometrisch, 
durch Messung der Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm gemessen 
(Sambrook et al., 1989). Dazu wurde die Probe 1:200 in Wasser verdünnt und 
mit Hilfe einer Quarzküvette die Absorption bei 260 nm im Spektralphotometer 
(siehe 2.1.13) gemessen. 
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2.2.14 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Test verwendet. 
Grundlage dieses Tests ist die Verschiebung des Absorptionsmaximums des 
Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brillant-Blau nach Komplexbildung mit 
Proteinen von 470 nm nach 595 nm (Bradford, 1976). Die Zunahme der 
Absorption bei 595 nm durch die Bildung des Farbstoff-Protein-Komplexes wurde 
dabei gegen das freie Farbreagenz photometrisch gemessen. Für die Bestimmung 
der Konzentration, wurde zuvor eine Kallibration mit BSA verschiedener 
bekannter Konzentrationen durchgeführt. 
 
2.2.15 Immunoblot (Western-Blot) und Immundetektion 
Mit Hilfe des Immunoblots können Proteine durch ein elektrisches Feld von 
Polyacrylamid-Gelen auf eine Nitrozellulosemembran (siehe 2.1.10) übertragen 
werden (Renart et al., 1979; Towbin et al., 1979; Burnette, 1981). Dazu wurden 
im Semidry-Verfahren drei Lagen Whatman-Papier (2.1.10), die mit Blot-Puffer 
(2.1.1) getränkt waren, in die Blot-Kammer gelegt. Darüber wurde die 
Nitrozellulosemembran gelegt, gefolgt vom Polyacrylamid-Gel und abschließend 
drei weiteren Lagen Whatman-Papier. Zur Übertragung der Proteine auf die 
Membran wurde eine Stromstärke von 0,1 A für 1 h angelegt. Anschließend 
wurden die Proteine mit Ponceau S-Lösung (2.1.1) für 2 min gefärbt.  
 
Für die Immunreaktion wurden die Membranen zuerst für eine Stunde in PBS-T 
(2.1.1) mit 5 % (w/v) Milchpulver bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 
die Membran zweimal für 5 min mit PBS-T gewaschen, bevor sie für 1 h mit dem 
primären Antikörper (2.1.4, Tab. 2.1) in PBS-T mit 3 % (w/v) Milchpulver bei 
Raumtemperatur inkubiert wurde. Anschließend erfolgten 3 Waschschritte mit 
PBS-T gefolgt von der Inkubation der Membran mit dem sekundären Antikörper 
(2.1.4, Tab. 2.2), der mit Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase, HRP) 
gekoppelt ist, in PBS-T mit 3 % (w/v) Milchpulver für 1 h. Nach weiteren 
3 Waschschritten mit PBS-T für 5 min wurde die Membran für eine Minute mit 
gleichen Volumenteilen der ECL-Lösung 1 und 2 (2.1.1) inkubiert. Die durch 
Aktivität der HRP entstandene Fluoreszenzemission wurde mit Hilfe eines 
Röntgenfilms (2.1.11) detektiert.  
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2.2.16 Erstellung von Deletionen und Fusion von Tag-
Proteinen im S. cerevisiae-Genom mit Hilfe von 
Kassetten 
Für die Deletion von Genen sowie für die Fusion von Genen mit GFP, eqFP und 
anderen Tags wurde eine PCR-basierende Technik zur Erstellung von 
Transformations-Kassetten verwendet, die über homologe Rekombination in das 
Genom von S. cerevisiae integrieren können (Longtine et al., 1998; Knop et al., 
1999; Janke et al., 2004). Für die Amplifikation von Deletionskassetten wurde die 
Primerkombination S1/S2 verwendet. Damit kann ein Selektionsmarker 
amplifiziert werden, der durch homologe Rekombination das zu deletierende Gen 
ersetzt (Janke et al., 2004). Durch die Verwendung der Primerkombination S2/S3 
können Selektionsmarker zusammen mit Tag-Proteinen amplifiziert werden, die 
durch homologe Rekombination hinter dem Stoppcodon des zu fusionierenden 
Gens integrieren. Bei einer Primerkombination von S3/S4 kommt es zu einer 
Integration der Kassette vor dem Startcodon (Janke et al., 2004). Die 
Amplifikation der Kassetten ist in Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben. Von dem PCR-
Produkt wurden nach Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.4.1) 5 µl 
für die Transformation von S. cerevisiae-Zellen verwendet (2.2.10.2). Die 
Integration der Kassetten wurde auf Selektionsplatten kontrolliert und im Fall von 
Deletionskassetten durch Kolonie-PCR (2.2.1.2) und bei Fusionskassetten mittels 
Immunoblot (2.2.15) oder Fluoreszenzmikroskopie (2.2.30) bestätigt.  
 
2.2.17 Erstellung von S. cerevisiae Doppeldeletions-Stämmen 
durch mikroskopische Sektion 
Die Kopie eines spezifischen Gens wurde in dem haploiden Stamm BMA64-1B 
(Tab. 2.5) mit dem Paarungstyp α wie beschrieben in 2.2.16 delektiert. Ein 
anderes Gen wurde in dem haploiden Stamm BMA64-1A (Tab. 2.5) mit dem 
Paarungstyp a deletiert. Zur Erstellung und Analyse der Doppelmutanten wurden 
die beiden Stämme in YPDA bei 40 rpm im Schüttelinkubator für 6 h bei 30 °C 
inkubiert. Dies führte zur Paarung und Entstehung eines diploiden Stamms. Durch 
Inkubation auf SPO-Platten (2.1.9.2), die nur 1/4 der optimalen 
Aminosäurezusammensetzung enthielten, wurde die Sporulation eingeleitet. Nach 
fünftägiger Inkubation der Platten bei 23 °C wurden die Tetraden von den SPO-
Platten in 200 µl Wasser überführt. Es wurden 3 µl einer Zymolyase-Lösung 
(27 mg/ml) zugegeben und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit Hilfe 
eines Sektions-Mikroskops (2.1.13) wurden die vier Sporen einer Tetrade auf SC-
Complete vereinzelt. Wuchsen alle vier Sporen und konnte eine Doppeldeletion 
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durch Replika-Plattierung (2.2.18) auf die entsprechenden Selektionsplatten 
nachgewiesen werden, handelte es sich bei der Doppelmutation um keine 
synthetisch letale Kombination. Bei einem Wachstum von nur zwei von vier 
Sporen, die außerdem nicht auf beiden Selektionsmedien wuchsen, handelt es 
sich um eine letale Doppeldeletion.  
 
2.2.18 Replika-Plattierung 
Mit Hilfe der Replika-Plattierung wurden S. cerevisiae-Kolonien von einer 
Agarplatte auf eine andere übertragen. Dabei blieb die Original-Platte bestehen. 
Dazu wurden zuerst die Kolonien einer Agarplatte durch leichten Druck auf ein 
Samttuch übertragen. Anschließend wurden die Kolonien, die sich auf dem 
Samttuch befanden, durch leichten Druck auf eine neue Agarplatte überführt. Die 
Agarplatte wurde dann für einen Tag bei der geeigneten Temperatur inkubiert.  
 
2.2.19 α-Faktor Arrest 
S. cerevisiae-Zellen des Paarungstyps a, können durch Zugabe von α-Faktor in 
der G1-Phase arretiert werden (siehe 1.1). Dazu wurden Zellen vom 
Paarungstyp a für 2,5 h bei 30 °C, oder für 1,5 Verdopplungszeiten abhängig von 
der Temperatur oder den experimentellen Bedingungen, im Schüttelinkubator 
inkubiert. Durch Analyse der Paarungsprojektion (Shmoo-Bildung) (siehe 1.1) am 
Lichtmikroskop konnte der Arrest bestätigt werden. Danach wurden die Zellen aus 
dem G1-Arrest freigesetzt, indem die Zellen zweimal mit dem verwendeten 
Medium gewaschen wurden.  
 
2.2.20 Erstellung von Zellextrakten 
2.2.20.1 Lyse von E. coli-Zellen durch Ultraschall 
Für die Gewinnung von Zellextrakten aus E. coli wurden die Zellen durch 
Ultraschall lysiert. Dabei wurden die Zellen zuerst durch Zentrifugation (1000 x g, 
4 °C) pelletiert. Das Pellet wurde dann in PBS aufgenommen. Zur Inhibierung der 
Proteaseaktivität wurde 5 mM Benzamidin, 1 mM EDTA und 1 mM PMSF 
zugegeben. Die Zellen wurden bis zu achtmal für jeweils 1 Minute mit 1minütigen 
Pausen bei einer Ultrschall-Leistung von 30 % lysiert. Die Lyse wurde unter dem 
Lichtmikroskop überprüft. Um die Lyse fortzusetzen, wurden die Zellen 1 h mit 
1 % (v/v) Triton-X-100 bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die Suspension für 
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10 min zentrifugiert (30000 x g, 4 °C). Das Zellextrakt wurde abgenommen und 
mit 10 mM MgCl2 und mit 2 mM ATP versetzt.  
 
2.2.20.2 Lyse von S. cerevisiae-Zellen mit Trichloressigsäure (TCA) 
Für die Zell-Lyse mit TCA wurden 1 bis 2 ml einer S. cerevisiae-Kultur, mit 
bekannter OD600 bei 16000 x g für 2 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 
800 µl demin. Wasser resuspendiert und unverzüglich 150 µl 1,85 M NaOH 
zugegeben. Nach Zugabe von 150 µl TCA wurde die Suspension gemischt und für 
10 min auf Eis inkubiert. Nach 20minütiger Zentrifugation bei 16000 x g wurde 
der Überstand verworfen und das Pellet in HU-Puffer (2.1.1) aufgenommen. 
Entsprechend dem eingesetzten Volumen und den OD600-Werten variierte das 
Volumen des HU-Puffers. Das Pellet von 1 ml Kultur mit einer OD600 von 1 wurde 
z. B. in 150 µl Puffer aufgenommen. Vor Analyse der Proben mit SDS-PAGE 
(2.2.4.2) wurden diese für 15 min bei 65 °C erhitzt und anschließend 2 min bei 
16000 x g zentrifugiert.  
 
2.2.20.3 Lyse von S. cerevisiae-Zellen mit Glasperlen 
Die Zellextrakte von S. cerevisiae, die durch Glasperlen in einer Kugelmühle 
(2.1.13) erzielt wurden, kamen bei Immunpräzipitationen und in vitro 
Interaktions-Experimenten zum Einsatz. Dazu wurde eine S. cerevisiae-Kultur 
durch Zentrifugation bei 16000 x g pelletiert und das Pellet in IP-Puffer (50 mM 
Tris-HCl pH 7,5, 25 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 % (v/v) Glycerol) 
resuspendiert. Zur Inhibierung der Proteaseaktivität wurde 5 mM Benzamidin, 
1 mM EDTA sowie 1 mM PMSF und zur Inhibierung der Phosphataseaktivität 
100 mM 3-Gylcero-Phosphat, 50 mM NaF und 0,5 mM Natriumvanadat 
zugegeben. Die Suspension wurde mit Glasperlen (2.1.12) bis zur Oberfläche 
aufgefüllt und in der Kugelmühle FastPrep (2.1.13) sechsmal jeweils für 10 s bei 
der Einstellung 5 mit 1minütigen Pausen inkubiert. Anschließend wurde das 
gewonnene Lysat mit 1 % Triton-X-100 versetzt und für 10 min bei 4 °C und 
30000 x g zentrifugiert. Der gewonnene Extrakt wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und konnte zur Analyse mit SDS-PAGE mit dem 
doppelten Volumen HU-Puffer (2.1.1) versetzt werden. 
 
2.2.21 Kopplung von Antikörpern an Sepharose 
Für die Verwendung bei Immunpräzipitationen (2.2.25) wurden die 
entsprechenden Antikörper durch kovalente Kopplung an Protein A-Sepharose 
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(Protein A-Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Pharmacia (Uppsala, Schweden)) 
immobilisiert. Dazu wurde zunächst 1 ml Protein A-Sepharose zweimal mit 5 ml 
PBS gewaschen (4 °C, 1000 x g, 2 min) um den Aufbewahrungspuffer zu 
entfernen. Anschließend wurde die Sepharose für 1 h bei Raumtemperatur mit 
einer entsprechenden Menge (Bindekapazität ca. 25 mg/ml IgG) des zu 
immobilisierenden Antikörpers inkubiert. Um den Überstand zu entfernen wurde 
der Ansatz bei 1000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend mit 50 ml 
0,2 M Natriumborat (pH 9) gewaschen (4 °C, 1000 x g, 2 min), in 10 ml 0,2 M 
Natriumborat-Lösung (pH 9), mit 20 mM Dimethylpimelinsäure aufgenommen 
und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Sepharose mit 
50 ml Ethanolamin (0,2 M, pH 8,0) gewaschen (4 °C, 1000 x g, 2 min), in 10 ml 
Ethanolamin (0,2 M, pH 8,0) aufgenommen und für 2 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS (4 °C, 1000 x g, 2 min) wurde die 
Sepharose zu gleichen Volumenteilen in PBS aufgenommen und 0,02 % (v/v) 
Natriumazid zugegeben. Zur Analyse der Immobilisierung wurden 5 µl der 
Sepharose mit SDS-PAGE (2.2.4.2) und anschließender Coomassie-Brillant-Blau-
Färbung (2.2.5.2) analysiert. Kovalent gekoppelte Antikörper zeigen im Vergleich 
zu nicht immobilisierten Antikörpern keine Bande für die schwere Kette bei 
50 kDa. 
 
2.2.22 Proteinaufreinigung von Fusionsproteinen (GST, MBP) 
aus E. coli 
Von einer E. coli-Kultur mit GST- oder MBP-Fusionsproteinen wurden 5 g 
Zellpellets in 10 ml Lyse-Puffer (50 mM Tris pH 7,5, 250 mM NaCl, 2 mM DTT, 
5 mM EDTA, 5 mM Benzamidin, 1 mM PMSF) aufgenommen. Anschließend wurden 
die Zellen mit Ultraschall lysiert (2.2.20.1). Die Suspension wurde bei 4 °C und 
15000 x g für 30 min zentrifugiert und der Überstand wurde mit einem 1:1 
Gemisch aus Glutathion-Sepharose (Amersham Pharmacia (Uppsala, Schweden)) 
für GST oder Amylose (New England Biolabs (Beverly, USA)) für MBP mit Lyse-
Puffer für 2 h bei 4 °C inkubiert. Nach drei Waschschritten mit Lyse-Puffer wurde 
die Sepharose bzw. Amylose in eine Polysteren-Säule (2.1.10) gegeben und 
erneut mit Lyse-Puffer gewaschen, bis der Bradford-Test (2.2.14) negativ war. 
Für die Elution des Fusionsproteins wurde das gleiche Volumen an Elutions-Puffer 
wie das Säulenvolumen mehrfach über die Sepharose bzw. Amylose gegeben und 
in Fraktionen aufgefangen. Als Elutions-Puffer wurde für die Elution von MBP-
Fusionsproteinen der oben angegebene Lyse-Puffer mit 10 mM Maltose und für 
die Elution von GST-Fusionsproteinen der Lyse-Puffer mit 20 mM Glutathion 
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verwendet. Die verschiedenen Fraktionen wurden mit SDS-PAGE (2.2.4.2) und 
anschließender Coomassie-Brillant-Blau-Färbung (2.2.5.2) analysiert. Fraktionen 
mit ausreichender Proteinmenge und Reinheit wurden vereinigt und gegen den 
Dialysepuffer (25 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 25 % Glycerol) 
dialysiert. Dazu wurden die Fraktionen in einen Dialyseschlauch gegeben und 
zuerst für 2 h bei 4 °C in 2 l Dialysepuffer inkubiert, anschließend in 2 l frischem 
Dialysepuffer über Nacht (4 °C) und zuletzt für weitere 2 h in 2 l frischem Puffer. 
Das aufgereinigte Protein wurde bei -80 °C aufbewahrt. 
 
2.2.23 Proteinaufreinigung von Fusionsproteinen (GST) aus 
S. cerevisiae 
Von der S. cerevisiae-Kultur mit GST-Cdc5 und GST-Cdc5KD (Tab. 2.5) wurden 
bis zu 10 g für die Aufreinigung verwendet. Dabei wurden Zellpellets unter einem 
Gramm mit Hilfe von Glasperlen in einer Kugelmühle lysiert (2.2.20.2) und 
größere Mengen mit einem Mörser pulverisiert. Die lysierten Zellen wurden in 
GST-Lyse-Puffer (50 mM Tris pH 7,5, 250 mM NaCl, 4 mM DTT, 5 mM EDTA, 
10 mM NaF, 10 mM 3-Gylcerophosphat, 1 mM Natriumvanadat, 
5 mM Benzamidin, 1 mM PMSF, 10 % (w/v) Glycerol, 1 % NP40) aufgenommen 
und bei 4 °C und 30000 x g für 30 min zentrifugiert. Zum Überstand wurde ein 
1:1 Gemisch aus Glutathion-Sepharose mit GST-Lyse-Puffer gegeben. Zuvor 
wurde die Glutathion-Sepharose dreimal mit GST-Lyse-Puffer gewaschen. Das 
Zellextrakt wurde 2,5 h bei 4 °C mit der Sepharose inkubiert und anschließend 
dreimal mit 20 ml GST-Wasch-Puffer (50 mM Tris pH 7,5, 250 mM NaCl, 
1 mM DTT, 1 mM EDTA, 10 mM NaF, 10 mM 3-Gylcerophosphat, 
1 mM Natriumvanadat, 5 mM Benzamidin, 1 mM PMSF) gewaschen (1000 x g, 
4 °C, 2 min). Die Glutathion-Sepharose wurde in eine Polysteren-Säule (2.1.10) 
gegeben und erneut mit GST-Wasch-Puffer gewaschen, bis der Bradford-Test 
(2.2.14) negativ war. Für die Elution des Fusionsproteins wurde das gleiche 
Volumen an GST-Elutions-Puffer (50 mM Tris pH 7,5, 250 mM NaCl, 
0,1 % Triton X 100, 20 mM Glutathion) wie das Säulenvolumen mehrfach über 
die Sepharose gegeben und in Fraktionen aufgefangen. Die Verschiedenen 
Fraktionen wurden mit SDS-PAGE (2.2.4.2) und anschließender Coomassie-
Brillant-Blau-Färbung (2.2.5.2) analysiert. Fraktionen mit ausreichender 
Proteinmenge und Reinheit wurden vereinigt und gegen den Dialysepuffer 
(25 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 25 % Glycerol) dialysiert. Dazu 
wurden die Fraktionen in einen Dialyseschlauch gegeben und zuerst für 2 h bei 
4 °C in 2 l Dialysepuffer inkubiert, anschließend in 2 l Dialysepuffer über Nacht 
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(4 °C) und zuletzt für weitere 2 h. Das aufgereinigte Protein wurde bei  -80 °C 
aufbewahrt. 
 
2.2.24 Phosphorylierung von rekombinanten Proteinen durch 
Cdc5 
Zur Phosphorylierung von rekombinanten Proteinen aus E. coli wurde Cdc5 sowie 
Cdc5KD (Tab. 2.5) aus S. cerevisiae nach Aufreinigung (2.2.23) verwendet. Dazu 
wurden 10 µg des zu phosphorylierenden Proteins mit 100 ng Cdc5 sowie Cdc5KD 
in Kinase-Puffer für 4 h bei 30 °C inkubiert. Die Phosphorylierung wurde anhand 
einer SDS-PAGE (2.2.4.2) mit anschließendem Immunoblot (2.2.15) analysiert. 
Die behandelten Proteine wurden für in vitro Interaktions-Analysen verwendet. 
 
2.2.25 Immunpräzipitation von Proteinen aus S. cerevisiae 
Proteine wurden zusammen mit ihren Interaktionspartnern mit Hilfe der 
Immunpräzipitation angereichert. Dazu wurden 60 ml einer S. cerevisiae-Kultur 
mit einer OD600 von 1 mit Hilfe von Glasperlen lysiert (2.2.20.2) und mit 30 µl 
eines 1:1 Gemisches von immobilisierter Protein A-Sepharose (2.2.21) mit PBS 
für 1 h bei 4 °C inkubiert. Der verwendete S. cerevisiae-Stamm enthielt das zu 
präzipierende Protein fusioniert an den Tag, der durch den immobilisierten 
Antikörper gebunden werden kann. Zusätzlich war der potentielle 
Interaktionspartner mit einem anderen Tag fusioniert. Nach drei Waschschritten 
mit PBS wurde die Sepharose mit 60 µl HU-Puffer (2.1.1) versetzt und die 
Immunpräzipitation mit SDS-PAGE (2.2.4.2) und durch anschließenden 
Immunoblot (2.2.15) analysiert. 
 
2.2.26  Tandem affinity purification (TAP) 
Mit der tandem affinity purification können Proteine zusammen mit ihren 
Interaktionspartnern in zwei Schritten aufgereinigt werden, da der TAP-Tag aus 
den zwei Fusionsproteinen Protein A und Calmodulin-Bindeprotein besteht, die 
durch eine TEV-Schnittstelle verbunden sind. Der erste Schritt der Aufreinigung 
erfolgt über Protein A und der zweite Schritt nach TEV-Verdau über Calmodulin 
(Puig et al., 2001).  
Von einer S. cerevisiae-Kultur mit TAP-Tag fusionierten Proteinen wurde ein 20 g 
Zellpellet in 12 ml Lyse-Puffer (100 mM HEPES-KOH pH 7,9, 50 mM KOAc, 
10 mM MgOAc, 2 mM EDTA, 2 mM 3-Glycerophosphat, 2 mM NaF, 
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5 mM Benzamidin, 1 mM PMSF) gelöst und mit Hilfe von Glasperlen (2.1.12) mit 
einer Kugelmühle (12 min 500 rpm, eine Wiederholung) lysiert. Die Glasperlen 
wurden mit einer 50 ml Spritze abgetrennt. Zu der Suspension wurden 1/5 des 
Lysat-Volumens Glycerol-Mix (100 mM HEPES-KOH pH 7,9, 50 % (w/v) Glycerol, 
1,3 M KOAc, 10 mM MgOAc, 0,5 % (w/v) NP40, 2 mM EDTA, 2 mM 3-
Glycerophosphat, 2 mM NaF, 5 mM Benzamidin, 1 mM PMSF) sowie 1 mM DTT 
zugegeben und für 60 min bei 4 °C inkubiert. Nach einem ersten 
Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 25000 x g für 30 min wurde der Überstand ein 
weiteres Mal bei 60000 x g für 30 min zentrifugiert. Das Lysat wurde mit 
Protein A-Sepharose (Amersham Pharmacia (Uppsala, Schweden)), die zuvor 
dreimal mit Wasch-Puffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7,9, 150 mM KOAc, 0,5 % 
(w/v) NP40, 0,5 mM EDTA, 10 mM β-Mercaptoethanol) gewaschen wurde, für 3 h 
bei 4 °C inkubiert. Die Protein A-Sepharose wurde auf eine Polysteren-Säule 
(2.1.12) gegeben und fünfmal mit 10 ml Wasch-Puffer gewaschen. Vor dem 
Verdau mit TEV-Protease (2.1.3) wurde die Sepharose mit 10 ml TEV-Puffer 
(50 mM HEPES-KOH pH 7,9, 150 mM KOAc, 0,1 % (w/v) NP40, 0,5 mM EDTA, 
1 mM DTT) gewaschen und anschließend über Nacht mit 1 ml TEV-Puffer und 
1000 U TEV-Protease bei 4 °C inkubiert. Das Eluat wurde mit 3 Volumenteilen 
Calmodulin-Binde-Puffer (50 mM HEPES-KOH pH 7,9, 150 mM KOAc, 
1 mM MgOAc, 1 mM Imidazol, 2 mM CaOAc, 0,1 % (w/v) NP40, 1 mM β-
Mercaptoethanol) versetzt und mit Calmodulin-Granulat (Stratagene (La Jolla, 
USA)), das zuvor dreimal mit Calmodulin-Binde-Puffer gewaschen wurde, für 1 h 
bei 4 °C inkubiert. Das Granulat wurde auf eine Polysteren-Säule gegeben und 
zweimal mit Calmodulin-Binde-Puffer und einmal mit Calmodulin-Binde-Puffer mit 
0,02 % NP40 anstelle von 0,1 % gewaschen. Für die Elution wurden 1 ml 
Calmodulin-Elutions-Puffer auf die Säule gegeben und für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Die 
Fraktionen wurden mit 10 % TCA für 20 min auf Eis gefällt und bei 4 °C und 
16000 x g für 30 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde vollständig vom Überstand 
befreit und in Ladepuffer mit 1 µl Ammoniak (NuPAGE Ladepuffer von Invitrogen 
(Karlsruhe, Deutschland)) aufgenommen. Beide Fraktionen wurden in eine Spur 
des NuPAGE Gels (Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)) geladen. SDS-PAGE und 
Coomassie-Brillant-Blau-Färbung wurden nach Herstellerprotokoll (NuPAGE, 
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)) durchgeführt. Die Banden wurden 
anschließend mit MALDI-TOF MS in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von 
PD Dr. Johannes Lechner (Biochemie-Zentrum der Universität Heidelberg) 
durchgeführt.  
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2.2.27  MALDI-TOF MS 
Die Analyse von Proteinen mit MALDI-TOF MS wurde in Kooperation mit 
PD Dr. Johannes Lechner (Biochemie-Zentrum der Universität Heidelberg) 
durchgeführt. Die Proben (aus der tandem affinity purification) wurden mit 
Trypsin verdaut. Die Masse der trypsinierten Proteine wurde nach der Ionisierung 
durch einen time of flight (TOF) Detektor ermittelt und mit Hilfe einer Fingerprint-
Suche mit Mascot (2.1.15) analysiert.  
 
2.2.28  In vitro Interaktions-Analyse 
GST-Fusionsproteine aus E. coli, die an Glutathion-Sepharose gebunden waren, 
wurden mit Hefeextrakten (Lyse mit Kugelmühle, siehe 2.2.20.2) mit HA-
fusionierten Proteinen für 2 h inkubiert. Anschließend wurde die Sepharose mit 
IP-Puffer (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 25 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1 mM EGTA, 
5 % (v/v) Glycerol) dreimal gewaschen und in HU-Puffer aufgenommen. Die 
in vitro Interaktion von S. cerevisiae-Proteinen (HA-fusioniert) mit rekombinant 
aufgereinigten Proteinen aus E. coli wurde nach SDS-PAGE mit Immunoblot 
nachgewiesen. 
 
2.2.29  Suppressionsanalyse 
Das Prinzip der Suppressionsanalyse ist, dass die Überexpression eines Gens die 
essentielle Funktion eines oder mehrerer Gene komplementieren kann. Dazu 
wurden letale Deletions-Stämme von S. cerevisiae, die das deletierte Gen über 
ein URA3-basiertes Plasmid endogen exprimieren, verwendet. Diese Stämme 
wurden mit 2µm-Plasmiden transformiert, die für eine Überexpression der 
enthaltenen Gene verantwortlich waren. Nach Selektion der transformierten 
Plasmide (2.2.10.2) konnte ein Suppressionseffekt durch Inkubation auf 5-FOA-
haltigen Agarplatten analysiert werden. URA3 wandelt 5-FOA in das für Zellen 
toxische 5-Fluor-Uracil um, daher können in Gegenwart von 5-FOA nur Zellen 
ohne URA3 wachsen. Im Fall des letalen Phänotyps findet unter 5-FOA eine 
Selektion gegen das URA3-basierende Plasmid mit dem endogenen Gen statt, 
welches zum absterben der Zellen führt. Kommt es indessen zum Wachstum der 
Zellen unter Zugabe von 5-FOA, supprimiert das eingesetzte 2 µm-Plasmid den 
letalen Phänotyp. 
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2.2.30  Fluoreszenzmikroskopie 
Die Lokalisation von Proteinen innerhalb der Zelle wurde mit Hilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie ermittelt. Dabei kamen zum einen die direkte sowie die 
indirekte Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Bei der direkten 
Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation von Proteinen durch die Emission 
von fusionierten Fluoreszenzproteinen, wie GFP oder eqFP, direkt mit dem Zeiss 
Axiovert Fluoreszenzmikroskop (2.1.13) analysiert. Für die indirekte 
Fluoreszenzmikroskopie wurden fluoreszierende Antikörper verwendet (Tab. 2.2), 
die an Fusionsproteine binden.  
 
2.2.30.1 Direkte Fluoreszenzmikroskopie 
S. cerevisiae-Stämme, die fluoreszierende Proteine fusioniert an die zu 
analysierenden Proteine enthielten, wurden wie in Abschnitt 2.2.16 beschrieben, 
erstellt. Für die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen mit 2 % (w/v) para-
Formaldehyd (PFA) oder für DAPI-Färbung mit 70 % Ethanol fixiert. Zur Analyse 
der fixierten Zellen wurden diese auf einen Objektträger gegeben und mit dem 
Zeiss Axiovert Mikroskop (2.1.13) untersucht.  
 
2.2.30.2 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie 
Für die nukleäre Lokalisationsbestimmung von Swi5 wurde die indirekte 
Immunfluoreszenz verwendet. Dazu wurden Zellen mit SWI5-9MYC mit 
Formaldehyd fixiert, spheroblastiert und anschließend mit fluoreszierenden 
Antikörpern markiert. 
 
Für die Fixierung der Zellen mit Formaldehyd wurden 10 ml einer S. cerevisiae-
Kultur bei einer OD600 von 0,8 mit 1 ml 1 M KPO4 (pH 6,5) und 1,2 ml 
Formaldehyd versetzt und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Zentrifugation der Zellen (4 °C, 510 x g, 5 min) wurde das Pellet dreimal in 1 ml 
SP-Puffer gewaschen (0,1 M KPO4, 1,2 M Sorbitol) und in 0,9 ml SP-Puffer mit 
20 mM β-Mercaptoethanol und 0,1 ml Zymolyase (Stock-Lösung: 2,5 mg 
Zymolyase 20T in 1 ml SP-Puffer mit 20 mM β-Mercaptoethanol) aufgenommen. 
Die Zellen wurden für 30 °C für 15 min spheroblastiert (90 % der Zellen 
erschienen dunkel im Mikroskop). Die Spheroblasten wurden für 5 min auf Eis 
inkubiert und anschließend dreimal mit SP-Puffer gewaschen (4 °C, 1000 x g, 
2 min). Für die Fluoreszenzmarkierung wurden die Zellen auf Objektträger 
gegeben und zuerst durch Zugabe von 20 µl PBS mit 1 % (w/v) BSA (PBS-B) für 
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1 h blockiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS-B wurde der primäre Antikörper 
(gegen 9Myc, Tab. 2.2) in PBS-T für 1 h zugegeben. Vor der Inkubation mit dem 
sekundären Antikörper für 1 h (Alexa 448, Tab. 2.2) wurden die Zellen fünfmal 
mit PBS-B gewaschen. Nach weiteren sechs Waschschritten mit PBS-B wurden die 
Zellen getrocknet und anschließend mit 4 µl DAPI in Moviol abgedeckt. Die 
Fluoreszenz des Antikörpers Alexa 488 (Tab 2.2) wurde im Fluoreszenzmikroskop 
(2.1.13) analysiert.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Identifizierung von Far9 
3.1.1 Identifizierung von Far9 als positiver Regulator des 
Übergangs von der Mitose in die G1-Phase 
Zur Identifizierung zusätzlicher Komponenten des MEN und FEAR-Netzwerks 
wurde ein genetischer Screen durchgeführt (nicht diese Arbeit). Dazu wurde ein 
S. cerevisiae-Stamm mit einer letalen Doppeldeletion der FEAR-Komponente 
SLK19 und dem MEN-Aktivator LTE1 verwendet. Einzelmutationen von LTE1 und 
SLK19 sind im Gegensatz zur Doppeldeletion nicht letal (Abb. 3.1) (Höfken und 
Schiebel, 2002). Ziel des Screens war die Gene zu identifizieren, die 
überexprimiert in der Lage sind, den synthetisch letalen Phänotyp der LTE1- und 
SLK19-Doppeldeletion zu supprimieren. Dabei konnte unter anderem FAR9 als 
Suppressor identifiziert werden. 
 
3.1.1.1 Suppression der synthetisch letalen Doppelmutante ∆lte1 slk19∆ 
durch FAR9 
Für den Screen wurde der synthetisch letale Stamm ∆lte1 ∆slk19 verwendet, der 
durch die endogene Expression von LTE1 über ein Plasmid, welches das URA3-
Gen enthielt (URA3-Plasmid), am Leben erhalten wurde. Durch Inkubation auf 5-
FOA-haltigen Agarplatten fand eine Selektion gegen das URA3-Plasmid statt, was 
zum Absterben der Zellen führte (Abb. 3.1, Reihe 1). Der beschriebene Stamm 
wurde mit einer genomischen 2µm-Plasmid-Bibliothek transformiert und über die 
Inkubation auf 5-FOA-haltigen Agarplatten konnten die Plasmide identifiziert 
werden, die den synthetisch letalen Phänotyp supprimierten. Unter den 
Suppressoren befand sich das Bibliotheks-Plasmid mit den Basen 853854-859231 
von Chromosom IV. Um die für die Suppression möglichen Gene einzugrenzen, 
wurde die Suppressionsanalyse mit drei Subfragmenten dieses Bereichs 
durchgeführt. Das Subfragment mit den Genen für YDR199W, FAR9 und SPC19 
stellte sich dabei als das für die Suppression verantwortliche Fragment heraus 
(nicht diese Arbeit). Abb. 3.1 zeigt die Ergebnisse der Analyse weiterer 
Subfragmente, die unter den drei verbliebenen Genen, das für die Suppression 
verantwortliche identifizieren sollte. Dabei wurde die Suppression des gesamten 
Fragments (Reihe 4) mit der Suppression der Subfragmente (Reihe 5 bis 9) und 
den Kontrollen (Reihe 1 bis 3) verglichen. Als Kontrollen wurde einmal die 
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Retransformation jeweils eines der deletierten Gene LTE1 (Reihe 2) und SLK19 
(Reihe 3) durchgeführt, sowie die Transformation mit leerem Plasmid, die dem 
Phänotyp der synthetisch letalen Deletion von LTE1 und SLK19 entspricht 
(Reihe 1). Die Verkürzung von YDR199W hatte dabei keinen Einfluss auf die 
Suppression (Reihe 7). Dagegen zeigte die Verkürzung von SPC19 (Reihe 5) und 
FAR9 (Reihe 6, 8 und 9) eine, im Vergleich zur Vektorkontrolle (Reihe 1), 
verminderte oder keine Suppression.  
 
Bei SPC19 handelt es sich um ein essentielles Gen, das während der Mitose Teil 
eines Proteinkomplexes ist, der die Verbindung von Chromosomen mit der 
mitotischen Spindel ermöglicht (Cheeseman et al., 2001; Li et al., 2002). FAR9 
wurde bisher im Komplex mit den Proteinen Far3, Far7, Far8, Far10 und Far11 
beschrieben, die eine Funktion in der Pheromonantwort, parallel zu Far1 (siehe 
Abschnitt 1.1) haben (Horecka und Sprague, 1996). Außerdem wurde FAR9 auch 
unter dem Namen VPS64 annotiert. In diesem Zusammenhang konnte FAR9 in 
einem Screen nach Proteinen, die am vakuolären Transport beteiligt sind, 
identifiziert werden (Bonangelino et al., 2002). Um das für die Suppression 
verantwortliche Gen zu identifizieren, wurde je eine Punktmutation im Startcodon 
für SPC19 (Reihe 10) und FAR9 (Reihe 11) vorgenommen. Dabei verlor nur das 
Konstrukt mit der Punktmutation im Startcodon von FAR9 die Fähigkeit zur 
Suppression der Doppelmutation von LTE1 und SLK19. Die fehlende Suppression 
beim Konstrukt in Reihe 5, konnte damit auf den fehlenden Promotorbereich für 
FAR9 zurückgeführt werden.  
 
Dass die Punktmutation im Startcodon von SPC19 auch zum Verlust der 
Funktionalität führte, wurde im Folgenden nachgewiesen. Dazu wurde eine 
Suppressionsanalyse der SPC19-Deletion vorgenommen, die zeigte, dass im 
Vergleich zu den Kontrollen (Reihe 1 und Reihe 2) SPC19 mit der Punktmutation 
im Startcodon nicht in der Lage war, die Deletion von SPC19 zu supprimieren 
(Abb. 3.2, Reihe 4). Im Gegensatz dazu waren die Konstrukte mit intaktem 
SPC19, darunter auch die Punktmutation im Startcodon von FAR9, in der Lage, 
die SPC19-Deletion zu supprimieren (Reihe 3 und  5).  
 
Durch die Suppressionsanalyse verschiedener Subfragmente des im Screen 
verwendeten Bibliothek-Plasmids und letztlich durch die Insertion von 
Punktmutationen in den Startcodons von SPC19 und FAR9, konnte FAR9 als 
Suppressor der synthetisch letalen Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 und damit als 
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positiver Regulator des Übergangs von der Mitose in die G1-Phase identifiziert 
werden. 
 
 
Abb. 3.1: FAR9-Suppression des synthetisch letalen Phänotyps einer 
Doppeldeletion von LTE1 und SLK19. 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-LTE1 wurde mit 2µm-
Plasmiden (high copy, (Christianson et al., 1992)) der angegebenen Gene bzw. 
Subfragmenten dieser transformiert (Reihe 1 und 4-11) sowie mit den CEN-Plasmiden der 
Gene LTE1 (Reihe 2) und SLK19 (Reihe 3). Eine 1:10 Verdünnungsreihe ausgehend von 
1*107 Zellen wurde auf SC-HIS- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und für zwei Tage bei 
30 °C inkubiert. SC-HIS selektiert nach den eingesetzten Plasmiden, während auf 5-FOA 
eine Selektion gegen das URA3-Plasmid mit LTE1 stattfindet. M1OPA steht für eine 
Punktmutation im Startcodon Methionin zu L-Ornithin-L-Asparaginsäure. 
 
 
 
Abb. 3.2: Die eingeführte Punktmutation im Startcodon von SPC19 führt zu 
dessen Funktionalitätsverlust. 
Die Mutante ∆spc19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-SPC19 wurde mit 2µm-Plasmiden der 
angegebenen Genen transformiert (Reihe 1 und 3-5) sowie mit dem CEN-Plasmid pRS315-
SPC19 (Reihe 2). Eine 1:10 Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-
LEU- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. SC-LEU 
selektiert nach den eingesetzten Plasmiden, während auf 5-FOA eine Selektion gegen das 
URA3-Plasmid mit SPC19 stattfindet. M1OPA steht für eine Punktmutation im Startcodon 
Methionin zu L-Ornithin-L-Asparaginsäure. 
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3.1.1.2 Suppression des Wachstumsdefekts einer LTE1-Deletion bei 10 °C 
durch FAR9 
Bei Lte1 handelt es sich um den putativen GEF für die GTPase Tem1 (Shirayama 
et al., 1994). Die Konversion von Tem1 von der GDP- in die GTP-Form führt zur 
Aktivierung der Kinasekaskade des MEN, die letztlich zur vollständigen 
Freisetzung der konservierten Phosphatase Cdc14 führt. Die Aktivierung von 
Tem1 durch Lte1 ist bei Temperaturen ab 23 °C nicht erforderlich. Bei diesen 
Bedingungen zeigen Zellen, denen Lte1 fehlt, beim Austritt aus der Mitose nahezu 
gleiche Kinetiken wie Wildtyp-Zellen. Bei 10 °C arretiert die Deletionsmutante 
∆lte1 jedoch am Ende der Mitose (Adames et al., 2001; Pereira et al., 2002). 
 
In einem dem oben genannten vergleichbaren Screen wurde nach Genen gesucht, 
die überexprimiert den kältesensitiven Phänotyp der LTE1-Deletion supprimieren. 
Dabei wurden TEM1, CDC15 (eine Kinase des MEN, die unterhalb von TEM1 
agiert), SPO12 (ein Suppressor von MEN-Mutanten), SIC1 (ein Cdc28-Clb2 
Inhibitor) und STE20 (eine konservierte PAK, die als Promotor des MEN fungiert) 
identifiziert (Höfken und Schiebel, 2002). Die Abbildung 3.3 zeigt, dass auch 
FAR9 in der Lage war, den kältesensitiven Phänotyp einer LTE1-Deletion zu 
supprimieren (Reihe 3). Reihe 1 zeigt den kältesensitiven Phänotyp der LTE1-
Deletion und Reihe 2 die Retransformation von endogenem LTE1. Die 
Punktmutation in dem Startcodon von FAR9 führt zum Verlust der Suppression 
(Reihe 4).  
 
Auch diese Suppressionsanalyse zeigte, dass FAR9 ein Promotor des M/G1-
Übergangs ist. Wie andere MEN-Komponenten (TEM1, CDC15) oder andere 
Promotoren des MEN (SPO12 und STE20) war FAR9 in der Lage, den 
kältesensitiven Phänotyp einer LTE1 Deletion zu supprimieren.  
 
 
Abb. 3.3: FAR9-Suppression des Wachstumsdefekts einer LTE1-Deletion bei 
10 °C. 
Die Deletionsmutante ∆lte1 wurde mit 2µm-Plasmiden der angegebenen Gene (Reihe 1, 3 
und 4) sowie mit dem CEN-Plasmid pRS313-LTE1 transformiert. Eine 1:10 
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Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-HIS-Agarplatten bei 30 °C 
und 10 °C inkubiert. SC-HIS selektiert nach den eingesetzten Plasmiden. M1OPA steht für 
eine Punktmutation im Startcodon Methionin zu L-Ornithin-L-Asparaginsäure. 
 
 
3.1.2 Far9 hat eine FHA-Domäne (forkhead associated 
domain) 
Posttranslationale Modifikationen sind in Eukaryoten ein Schlüsselmechanismus 
zur Regulation zellulärer Prozesse. Dazu zählen auch die Regulationsprozesse am 
Ende der Mitose, wobei u. a. verschiedene MEN-Proteine wie der Bfa1-Bub2-
Komplex oder die Kinasen Dbf2, Mob1 und Cdc15 posttranslational durch 
Phosphorylierungen modifiziert werden (Visintin et al., 1998; Xu et al., 2000; Hu 
und Elledge, 2002). Außerdem werden auch die SPB-Komponenten Spc72 und 
Nud1 zellzyklusabhängig phosphoryliert (Gruneberg et al., 2000). Eine wichtige 
Gruppe von Liganden-Bindedomänen sind diejenigen, die phosphorylierte Epitope 
oder Proteine erkennen können. Zu dieser Gruppe gehören u. a. SH2- (Src-
homology-2), WW- und FHA- (forkhead-associated) Domänen sowie 14-3-3 
Proteine (Durocher und Jackson, 2001). Far9 gehört zur Familie der FHA-
Domänen-Proteine, die bisher in mehr als 200 Proteinen von Prokaryoten bis hin 
zu höheren Eukaryoten identifiziert werden konnten (Schultz et al., 1998; Letunic 
et al., 2006). 
 
Die FHA-Domäne wurde zum ersten Mal 1995 von Hofmann und Bucher als 
Phosphopeptid-Bindemodul mit einer Spezifität für Phospho-Threonin-Epitope 
beschrieben. FHA-Domänen-Proteine sind an unterschiedlichen zellulären 
Prozessen beteiligt, darunter DNA-Reparatur, Signaltransduktion, Vesikel-
Transport und Protein-Degradation (Hofmann und Bucher, 1995; Durocher und 
Jackson, 2001). 
 
In S. cerevisiae wurde Rad53 als erstes FHA-Domänen-Protein charakterisiert. Es 
beinhaltet zwei FHA-Domänen, die eine zentrale Kinase-Domäne flankieren. 
Rad53 ist ein regulatorisches Protein des DNA-Schadens-Kontrollpunkts. Als 
Reaktion auf DNA-Schädigung bindet Rad53 mit der C-terminalen FHA-Domäne 
(FHA2) an phosphoryliertes Rad9, was zur Autophosphorylierung und damit zur 
Aktivierung von Rad53 und zum Zellzyklusarrest führt (Sun et al., 1998; Zhou 
und Elledge, 2000). 
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Die FHA-Domäne besteht aus 80-100 Aminosäuren, die in der Sekundärstruktur 
aus 11 β-Faltblättern verbunden mit Schleifen, die teilweise kleine α-Helices 
enthalten, aufgebaut sind (Durocher et al., 2000). Für die Phosphopeptidbindung 
der FHA1-Domäne von Rad53 sind die konservierten Aminosäuren Serin 85, 
Arginin 70 und Asparagin 107, die sich auch in Far9 finden lassen, verantwortlich 
(siehe Abb. 3.4) (Durocher und Jackson, 2002).  
 
 
 
Abb. 3.4: Die konservierte FHA-Domäne. 
a) Die 3D-Struktur der FHA1-Domäne von Rad53 ist im Komplex mit einem Peptid, 
welches Phospho-Threonin enthält, dargestellt. Weiterhin ist die Interaktion der 
konservierten Aminosäuren Arg70, Ser85 und Asn107 mit Phospho-Threonin gezeigt 
(Durocher und Jackson, 2002). 
b) Konservierte Bereiche einiger ausgewählter Proteine mit FHA-Domäne. Die mit einem 
Stern markierten Aminosäuren wurden in FAR9 mittels Mutagenese-PCR in Alanin 
umgewandelt. (adaptiert aus http://www.expasy.org) 
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Um die Spezifität der FHA-Domäne von Far9 für die Funktion als positiver 
Regulator des M/G1-Übergangs zu untersuchen wurde eine entsprechende 
Suppressionsanalyse von ∆lte1 ∆slk19 mit dem bereits oben beschriebenen 
RAD53 und einem ORF unbekannter Funktion (YGL081W), der auch eine FHA-
Domäne enthält, durchgeführt. Die Abb. 3.5 zeigt zum einen die Suppression von 
FAR9 (Reihe 4) im Vergleich zu den Kontrollen, Retransformation von LTE1 
(Reihe 2) und SLK19 (Reihe 3), sowie die Vektorkontrolle (Reihe 1) und zum 
anderen die Suppressionsanalyse von RAD53 (Reihe 5) und YGL081W (Reihe 6). 
Beide Proteine zeigten im Vergleich zu FAR9 (Reihe 4) keine Suppression und sind 
vergleichbar mit der Vektorkontrolle (Reihe 1).  
 
 
Abb. 3.5: RAD53 und der ORF YGL081 - zwei Proteine mit FHA-Domäne - können 
überexprimiert die synthetisch letale Doppeldeletion von LTE1 und SLK19 nicht 
supprimieren. 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-LTE1 wurde mit 2µm-
Plasmiden der angegebenen Gene (Reihe 1 und 4-6) transformiert sowie mit den CEN-
Plasmiden der Gene LTE1 (Reihe 2) und SLK19 (Reihe 3). Eine 1:10 Verdünnungsreihe 
ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-LEU- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und 
für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. SC-LEU selektiert nach den eingesetzten Plasmiden, 
während auf 5-FOA eine Selektion gegen das URA3-Plasmid mit LTE1 stattfindet. 
 
 
Zwei beliebig ausgewählte FHA-Domänen-Proteine waren nicht in der Lage den 
synthetisch letalen Phänotyp einer Doppeldeletion von LTE1 und SLK19 zu 
supprimieren, was für die Spezifität der Suppression durch FAR9 spricht. 
 
3.1.2.1 Die Abhängigkeit der FHA-Domäne von FAR9 bei der Suppression 
der Doppeldeletion von LTE1 und SLK19 
Das Alignment in Abb. 3.4 zeigt konservierte Bereiche von FAR9 im Vergleich mit 
anderen FHA-Domänen-Proteine (adaptiert aus http://www.expasy.org): 
Darunter das humane Protein Chfr, das S. pombe-Protein Dma1 sowie Rad53 aus 
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S. cerevisiae, welches oben bereits beschrieben wurde. Chfr ist verantwortlich für 
einen Arrest in der Prophase nach Behandlung mit Mikrotubuli 
depolymerisierenden Chemikalien  (Scolnick und Halazonetis, 2000). Dma1 von 
S. pombe wurde als Suppressor der cdc16-Mutation identifiziert. Dabei führt die 
Deletion von dma1 zu einer verstärkten Sensitivität auf Mikrotubuli 
destabilisierende Chemikalien (Murone und Simanis, 1996).  
 
Für die weitere Charakterisierung von Far9 war es von Bedeutung, ob die 
konservierte FHA-Domäne für die Suppression von ∆lte1 ∆slk19 erforderlich ist. 
Dazu wurden vergleichbar zu den oben beschriebenen Aminosäuren von 
RAD53FHA1, die für die Bindung an Phospho-Threonin entscheidend sind, 
Punktmutationen eingeführt. Für Far9 entsprach das den Aminosäuren 
Arginin (R)189, Serin (S)224 und Asparagin (N)248 (siehe Abb. 3.4 b). Diese 
Aminosäuren wurden einzeln und in Kombination mittels Mutagenese-PCR gegen 
Alanin (A) ausgetauscht. Abb. 3.6 zeigt die Suppression von FAR9 ohne Mutation 
(Reihe 4) im Vergleich zu den Kontrollen (Reihe 1, 2 und 3). In Reihe 5 bis 10 ist 
die Suppression der verschiedenen Kombinationen an Punktmutationen in der 
FHA-Domäne dargestellt. Die Einzelmutationen R189A, S224A und N248A, die 
Kombination aus R189A und N248A sowie die Mutation aller drei Aminosäuren 
führten zu einem vollständigen Verlust der Suppression von ∆lte1 ∆slk19 durch 
FAR9. Ein Einfluss auf die Expression durch die Insertion der Aminosäuren auf 
FAR9 konnte dabei ausgeschlossen werden, da sich in einem anderen Experiment 
die Expressionsrate von Wildtyp-FAR9 im Vergleich zu FAR9 mit Punktmutationen 
nicht unterschied (siehe Abb. 3.34). 
 
Dieses Ergebnis zeigt, dass die FHA-Domäne von FAR9 entscheidend für die 
Funktion von FAR9 als Promotor bei der Regulation am Ende der Mitose ist. 
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Abb. 3.6: Punktmutationen in der FHA-Domäne von FAR9 führen zum Verlust der 
Suppression der Doppeldeletion von LTE1 und SLK19. 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-LTE1 wurde mit 2µm-
FAR9-Plasmiden mit den angegebenen Punktmutationen in der FHA-Domäne (Reihe 4-9) 
transformiert sowie mit den CEN-Plasmiden der Gene LTE1 (Reihe 2) und SLK19 (Reihe 3). 
Eine 1:10 Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-HIS- und 5-FOA-
Agarplatten aufgetragen und für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. Die konservierten 
Aminosäuren Arginin (R)189, Serin (S)224 und Asparagin (N)248 von FAR9 wurden gegen 
Alanin ausgetauscht. SC-HIS selektiert nach den eingesetzten Plasmiden, während auf 5-
FOA eine Selektion gegen das URA3-Plasmid mit LTE1 stattfindet. M1OPA steht für eine 
Punktmutation im Startcodon Methionin zu L-Ornithin-L-Asparaginsäure. 
 
 
3.2 Die Freisetzung der konservierten Phosphatase Cdc14 in 
der Mutante ∆lte1 ∆slk19 durch FAR9-Überexpression 
3.2.1 Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 arretiert in der späten 
Anaphase mit Cdc14 im Nukleolus 
Zur weiteren funktionellen Analyse wurde zunächst der Phänotyp der 
Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 in Bezug auf den Austritt aus der Mitose 
charakterisiert. Dies wurde analog zu der bereits etablierten 
Phänotypcharakterisierung der Doppelmutante ∆lte1 ∆ste20 durch Induktion von 
BUB2 über den Gal1-Promotor durchgeführt (Höfken und Schiebel, 2002). Diese 
Strategie bezieht sich auf die Beobachtung, dass die Doppelmutante ∆lte1 ∆ste20 
ohne den MEN-Inhibitor Bub2 lebensfähig ist (Höfken und Schiebel, 2002). Im 
Vergleich dazu zeigte eine zusätzliche Deletion von BUB2 auch in Zellen mit der 
synthetisch letalen Doppeldeletion von LTE1 und SLK19 eine Suppression der 
Letalität (Abb. 3.7). Die detailliertere Analyse der Mutante ∆lte1 ∆slk19 ∆bub2 
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Gal1-BUB2 nach Induktion von BUB2 führte zu einem 87%igen Arrest der Zellen 
in der Anaphase (getrennte DNA) mit Cdc14 inaktiv im Nukleolus (Abb. 3.8). 
 
 
Abb. 3.7: Eine zusätzliche Deletion von BUB2 supprimiert den synthetisch letalen 
Phänotyp der Doppeldeletion von LTE1 und SLK19. 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-LTE1 und die 
Dreifachmutante ∆lte1 ∆slk19 ∆bub2 wurden mit den angegebenen Plasmiden 
transformiert. Eine 1:10 Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-
LEU- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. SC-LEU 
selektiert nach den eingesetzten Plasmiden, während auf 5-FOA eine Selektion gegen das 
URA3-Plasmid mit LTE1 stattfindet. 
 
 
 
Abb. 3.8: Der Phänotyp einer Doppeldeletion von LTE1 und SLK19 konnte durch 
einen Arrest der Zellen mit getrennter DNA und Cdc14 im Nukleolus identifiziert 
werden. 
Wildtyp-Zellen sowie die Mutanten ∆lte1, ∆slk19 und ∆lte1 ∆slk19 ∆bub2 Gal1-BUB2 mit 
CDC14-GFP wurden bei 30 °C in YPARaff inkubiert. Nach dreistündiger Galactoseinduktion 
(2%) wurden Proben für Ethanol- und PFA-Fixierung entnommen. Die Analyse der Proben 
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Dabei wurde die DNA mit DAPI gefärbt und die 
Freisetzung von Cdc14 wurde durch Cdc14-GFP untersucht. Der eingezeichnete Maßstab 
entspricht 5 µm. 
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Mit dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass die Letalität der Doppelmutante 
∆lte1 ∆slk19, analog zu der Doppelmutante ∆lte1 ∆ste20, im Zusammenhang mit 
dem MEN und/oder dem FEAR-Netzwerk steht (Höfken und Schiebel, 2002). 
 
3.2.2 Die Überexpression von FAR9 führt in der 
Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 zur vollständigen 
Freisetzung von Cdc14 
Der Phänotyp der Doppeldeletion von LTE1 und SLK19 konnte durch einen Arrest 
in der späten Anaphase mit inaktivem nukleären Cdc14 charakterisiert werden 
(Abb. 3.8). Da die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit 2µm-FAR9 ein mit Wildtyp-
Zellen vergleichbares Wachstum auf Agarplatten zeigte, stellte sich zuerst die 
Frage, ob auch der Zellzyklusverlauf vergleichbar mit Wildtyp-Zellen war. Um dies 
zu untersuchen wurden die Stämme LTE1 SLK19 2µm-FAR9 und ∆lte1 ∆slk19 
2µm-FAR9 in der G1-Phase arretiert und nach der Freisetzung aus dem Arrest der 
Zellzyklusverlauf anhand der Proteinmengen von Clb2 und Sic1 sowie der Cdc14-
Freisetzung analysiert. Wildtyp-Zellen zeigten dabei sowohl eine partielle als auch 
eine vollständige Cdc14-Freisetzung, während in der Doppelmutante nur eine 
vollständige Freisetzung von Cdc14 beobachtet werden konnte (Abb. 3.9). Die 
Doppelmutante benötigte zwar einen längeren Zeitraum um den Zellzyklus zu 
durchlaufen, was an der längeren Anaphase (Zellen mit getrennter DNA) mit 
entsprechend längerer Clb2-Akkumulation deutlich wird. Allerdings war das in der 
Mutante durch FAR9-Überexpression freigesetzte Cdc14 in der Lage das 
mitotische Cyclin Clb2 zu degradieren und die Expression des Cdk-Inhibitors SIC1 
zu initiieren (Abb. 3.9).  
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Abb. 3.9: Die Überexpression von FAR9 führt zur vollständigen Freisetzung von 
Cdc14 in der Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19. 
Wildtyp-Zellen und die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit CDC14-GFP und 2µm-FAR9  
wurden bei 30 °C in SC-LEU inkubiert und für 2,5 h mit α-Faktor in G1 arretiert. 
Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium (SC-LEU) aufgenommen und 
weiter bei 30 °C inkubiert. Probennahme für PFA-Fixierung und TCA-Fällung erfolgten in 
15minütigen Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Anhand der DAPI-Färbung wurde der 
Verlauf des Zellzyklus ermittelt. Die Freisetzung von Cdc14 wurde durch Cdc14-GFP 
untersucht. Der eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Die Analyse des Auf- und Abbaus 
der Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 erfolgte mittels Immunoblot. Tubulin diente dabei als 
Ladekontrolle.  
 
 
Um das Ergebnis zu bestätigen, wurde die Cdc14-Freisetzung auch in dem 
Hintergrund durchgeführt, der zur Analyse des Phänotyps der Doppelmutante 
∆lte1 ∆slk19 diente. Dazu wurde die Cdc14-Freisetzung in der Mutante 
∆lte1 ∆slk19 ∆bub2 Gal1-BUB2 nach Transformation mit einem leeren 2µm-
Plasmid, mit LTE1, SLK19 und außerdem mit 2µm-FAR9 analysiert. Die 
Transformation mit einem leeren Plasmid in der Dreifachmutante 
(∆lte1 ∆Slk19 ∆bub2) mit induziertem BUB2 führte wie bereits beschrieben zu 
einem Arrest in der späten Anaphase ohne Cdc14-Freisetzung (Abb. 3.10, 
Spalte 1). Die Retransformation von SLK19 (Spalte 3) führte zur 
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Wiederherstellung des Phänotyps mit partieller und vollständiger Cdc14-
Freisetzung. Da das FEAR-Netzwerk, was für die partielle Cdc14-Freisetzung 
verantwortlich ist durch die Deletion von SLK19 inaktiv ist (Stegmeier et al., 
2002), führte die Retransformation von LTE1 nur zur Wiederherstellung der 
vollständigen Cdc14-Freisetzung. Auch die Überexpression von 2µm-FAR9 konnte 
eine vollständige Freisetzung von Cdc14 hervorrufen und damit einen Anaphase-
Arrest verhindern (Abb. 3.10). 
 
 
Abb. 3.10: Die Überexpression von FAR9 führt zur vollständigen Freisetzung von 
Cdc14 in der Dreifachmutante ∆lte1 ∆slk19 ∆bub2 unter BUB2-Überexpression. 
Die Dreifachmutante ∆lte1 ∆slk19 ∆bub2 mit Gal1-BUB2 und CDC14-GFP wurde mit 
folgenden Plasmiden transformiert: leeres 2µm-Plasmid (Vektorkontrolle, 1), CEN-
Plasmiden mit LTE1 (2) und SLK19 (3) und 2µm-FAR9 (4). Die Stämme  wurden bei 30 °C 
in SC-LEU-Raffinose inkubiert und für 5 h mit 2 % Galactose inkubiert (Induktion von 
Gal1-BUB2). Anschließend wurden PFA-fixierte Proben am Fluoreszenzmikroskop 
hinsichtlich der Cdc14-Freisetzung und DAPI-Färbung analysiert.  
 
 
Die Überexpression von FAR9 führte sowohl in der Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 
als auch in der Dreifachmutante ∆lte1 ∆slk19 ∆bub2 unter BUB2-Induktion zu 
einer Cdc14-Freisetzung. Diese war in ∆lte1 ∆slk19 unter FAR9-Überexpression 
ausreichend, um am Ende der Anaphase eine Degradation des mitotischen Cyclins 
Clb2 zu erzielen sowie die Expression des Cdk-Inhibitors SIC1 zu initiieren 
(Abb. 3.9), was zum Übergang von der Anaphase in die G1-Phase führte. Da die 
Überexpression ausschließlich zu einer vollständigen und nicht zu einer partiellen 
Freisetzung von Cdc14 führte, liegt die Zuordnung von Far9 in das MEN und nicht 
in das FEAR-Netzwerk nahe. Außerdem besteht die Möglichkeit, dass FAR9 als 
direkter Aktivator von Cdc14 oder über einen parallelen Regulationsmechanismus 
an der Aktivierung von Cdc14 beteiligt ist. Auf diese Möglichkeiten wird im 
Folgenden (Abschnitt 3.3) eingegangen. 
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3.3 Genetische und funktionelle Analyse zur Einordnung von 
Far9 in das MEN oder FEAR-Netzwerk 
3.3.1 Genetische Analyse von FAR9 im Zusammenhang mit 
den Regulationsmechanismen am Ende der Mitose 
3.3.1.1 Die Überexpression von FAR9 hat keinen Effekt auf die 
Temperatursensitivität von MEN-Mutanten sowie auf cdc5-10 
Zur epistatischen Einordnung von FAR9 in die Regulationsmechanismen am Ende 
der Mitose wurde eine Suppressionsanalyse von MEN-Mutanten sowie von der 
multifunktionalen FEAR-Komponente Cdc5 durchgeführt. Die 
temperatursensitiven Allele der MEN-Komponenten TEM1, CDC15, MOB1, DBF2 
und CDC14 sowie der Kinase CDC5 aus der Polofamilie zeichnen sich durch einen 
Zellzyklusarrest bei hohen Temperaturen (von 30 °C bis 37 °C) in der späten 
Anaphase aus (Johnston et al., 1990; Schweitzer und Philippsen, 1991; Wan et 
al., 1992; Kitada et al., 1993; Shirayama et al., 1994; Charles et al., 1998; 
Jaspersen et al., 1998; Visintin et al., 1998). Die temperatursensitiven Stämme 
tem1-3, cdc15-1, mob1-67, dbf2-2, cdc14-2 und cdc5-10 sowie Wildtyp-Zellen 
wurden mit 2µm-FAR9 und zur Kontrolle mit einem leeren 2µm-Plasmid 
transformiert und bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. Die Abbildung 3.11 
zeigt, dass die Überexpression von FAR9 im Vergleich zu der Vektorkontrolle in 
keiner der eingesetzten temperatursensitiven Mutanten einen Effekt in Bezug auf 
das Wachstum bei höheren Temperaturen hervorrief.  
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Abb. 3.11: FAR9 supprimiert nicht die Temperatursensitivität von MEN-Mutanten. 
Die temperatursensitiven MEN-Mutanten tem1-3, cdc15-1, mob1-67, dbf2-2, cdc14-2 
sowie die Mutante cdc5-10 wurden mit 2µm-FAR9 und mit einem leeren 2µm-Plasmid als 
Vektorkontrolle transformiert. Eine 1:10 Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen 
wurde auf SC-LEU-Agarplatten aufgetragen und für zwei Tage bei 23 °C, 30 °C, 33 °C, 
35 °C und 37 °C inkubiert. SC-LEU selektiert nach den eingesetzten 2µm-Plasmiden. 
 
 
Die Überexpression von FAR9 führte zu keiner Veränderung im 
Wachstumsverhalten der temperatursensitiven MEN-Mutanten sowie bei cdc5-10 
unter der restriktiven Bedingung. Dies ermöglichte eine erste genetische 
Einordnung von FAR9 oberhalb der MEN-Komponente Tem1. 
 
3.3.1.2 Die Deletion von FAR9 in temperatursensitiven Mutanten des MEN 
und FEAR-Netzwerks sowie in ∆lte1 hat keinen Einfluss auf das 
Wachstum 
Um ein besseres Verständnis von der Wirkungsweise von Far9 zu bekommen, 
wurden die temperatursensitiven MEN- und FEAR-Mutanten tem1-3, dbf2-2, 
cdc15-1, cdc14-1, cdc14-2 und cdc5-10, die temperatursensitive Mutante esp1-1 
sowie die Deletion von LTE1 auf einen synergistischen Effekt mit einer Deletion 
von FAR9 hin untersucht. Wie zuvor beschrieben sind die MEN- und FEAR-
Mutanten unter restriktiven Bedingungen durch einen Arrest am Ende der Mitose 
charakterisiert, während die temperatursensitive Mutante esp1-1 unter 
restriktiven Bedingungen nicht zur Chromosomensegregation in der Lage ist und 
damit beim Übergang von der Metaphase in die Anaphase arretiert (Ciosk et al., 
1998). Die Deletion von LTE1 zeigt hingegen keinen Wachstumsdefekt bei 
Temperaturen von 23 °C bis 37 °C (Jensen et al., 2002). Zur Analyse eines 
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synthetischen Effekts wurde das Wachstum der Zellen bei 23 °C, 30 °C, 33 °C, 
35 °C und 37 °C analysiert. Wie die Abbildung 3.12 zeigt, hatte eine Deletion von 
FAR9 bei allen Temperaturen keinen Einfluss auf das Wachstum, weder auf die 
temperatursensitiven MEN- und FEAR-Mutanten noch auf eine Deletion von LTE1. 
 
Aufgrund dieser Analyse ließ sich keine genetische Interaktion zwischen FAR9 und 
dem MEN oder dem FEAR-Netzwerk feststellen. 
 
 
Abb. 3.12: Die Deletion von FAR9 in temperatursensitiven MEN- und FEAR-
Mutanten sowie ∆lte1 hat keinen Einfluss auf das Wachstum. 
In den temperatursensitiven Mutanten tem1-3 pRS316-TEM1, dbf2-2 pRS316-DBF2, 
cdc15-1 pRS316-CDC15, cdc14-2 pRS316-CDC14, esp1-1 pRS316-ESP1 und cdc5-10 
pRS316-CDC5 sowie in der Mutante ∆lte1 pRS316-LTE1 wurde FAR9 deletiert. Eine 1:10 
Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-Complete-Agarplatten 
aufgetragen und für zwei Tage bei 23 °C inkubiert. Dieselbe Verdünnungsreihe wurde auf 
5-FOA-Agarplatten aufgetragen und ebenfalls für zwei Tage bei verschiedenen 
Temperaturen von 23 °C bis 37 °C inkubiert. 5-FOA selektiert gegen das in den Stämmen 
zur Expression von endogenen Wildtyp-Genen eingesetzte URA3-Plasmid (pRS316). 
 
 
3.3.1.3 Die Suppression von ∆lte1 ∆slk19 durch FAR9 zeigt eine 
Abhängigkeit von TEM1 
Zur weiteren Analyse der Einordnung von FAR9 in die Regulationsmechanismen 
am Ende der Mitose wurde die Suppression von ∆lte1 ∆slk19 durch FAR9 auf die 
Abhängigkeit von Tem1, der GTPase des MEN, hin untersucht. Da durch 
Überexpression von FAR9 keine Suppression der temperatursensitiven MEN-
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Mutanten zu beobachten war (Abb. 3.11), lag eine epistatische Einordnung von 
FAR9 oberhalb des MEN nahe. Durch eine Analyse zur Abhängigkeit von der im 
Regulationsmechanismus MEN an erster Stelle stehenden Komponente Tem1, 
könnte eine weitere und zudem genauere Aussage über die epistatische 
Einordnung von FAR9 getroffen werden. Dazu wurde in der Doppelmutante 
∆lte1 ∆slk19 endogenes TEM1 unter die Expression des Gal1-Promotors gesetzt. 
Demnach kommt es auf galactosehaltigen Agarplatten zur Expression von TEM1, 
während glucosehaltiges Medium zur Repression von TEM1 führt. In diesem 
Hintergrund wurde die Suppression durch FAR9-Überexpression analysiert. Dazu 
wurde das Wachstum der Zellen nach Transformation mit 2µm-LTE1, 2µm-SLK19 
und 2µm-FAR9 auf Glucose sowie Galactose untersucht. Die Abbildung 3.13 a) 
zeigt wie zu erwarten, dass die Promotoren des MEN, LTE1 und SLK19, nicht zu 
einer Tem1-unabhängigen Suppression von ∆lte1 ∆slk19 Zellen führten, da sie in 
Bezug auf den MEN oberhalb von Tem1 agieren und ihre Funktion damit von 
Tem1 abhängig ist (Reihe 6 und 7). Dies traf auch auf die Suppression durch 
FAR9 zu (Reihe 8). Zur Kontrolle ist in Abb. 3.13 b) auch das Wachstum von 
Wildtyp-Zellen unter TEM1-Expression (Reihe 1) und TEM1-Repression (Reihe 2), 
die Suppression von ∆lte1 ∆slk19 durch die Retransformation von endogenem 
LTE1 und SLK19 (Reihe 3 und 4) sowie die Suppression durch 2µm-FAR9 
(Reihe 5) dargestellt. Des Weiteren wurden die Zellen nach Repression von TEM1 
auf Morphologie und DNA-Segregation hin analysiert. Dabei führt die Abwesenheit 
von TEM1 zu einem Arrest der Zellen in der Anaphase, der sich durch 
Überexpression von FAR9 nicht supprimieren ließ (Abb. 3.13 b). 
 
3 Ergebnisse                                                                                                 - 71 - 
 
 
Abb. 3.13: Die Überexpression von FAR9 (2µm-Plasmid) unter Tem1-Repression 
supprimiert ∆lte1 ∆slk19 nicht. 
a) Die Stämme (1) Wildtyp (YPH499) pRS425, (2) Wildtyp Gal1-TEM1 pRS425, (3) ∆lte1 
∆slk19 pRS425-LTE1, (4) ∆lte1 ∆slk19 pRS425-SLK19, (5) ∆lte1 ∆slk19 pRS425-FAR9, (6) 
∆lte1 ∆slk19 Gal1-TEM1 pRS425-LTE1, (7) ∆lte1 ∆slk19 Gal1-TEM1 pRS425-SLK19 und (8) 
∆lte1 ∆slk19 Gal1-TEM1 pRS425-FAR9 wurden in SC-LEU-RaffGal-Medium inkubiert 
(TEM1-Induktion). Ausgehend von 1*107 Zellen wurde eine 1:10 Verdünnungsreihe auf 
SC-LEU-RaffGal- und SC-LEU-Agarplatten aufgetragen. Auf SC-LEU wird TEM1 nicht 
exprimiert. b) Des Weiteren wurden die Stämme nach Inkubation in SC-LEU-RaffGal-
Medium für 12 h in SC-LEU-Medium inkubiert. Anschließend wurden Proben für 
Ethanolfixierung entnommen und am Fluoreszenzmikroskop analysiert. SC-LEU selektiert 
nach den eingesetzten 2µm-Plasmid (pRS425). 
 
 
Diese Suppressionsanalyse ließ eine eindeutige genetische Einordnung von FAR9 
oberhalb der ersten MEN-Komponente TEM1 zu. Eine Funktion von FAR9 parallel 
zum MEN oder als direkter Aktivator von Cdc14 oder Sic1 oder als Inhibitor von 
Cdc28 ist somit unwahrscheinlich. 
 
3.3.1.4 Eine zusätzliche Deletion von SIC1 führt zum Verlust der 
Suppression von ∆lte1 ∆ste20 durch FAR9 
Im Folgenden sollte der Einfluss von Cdc28- und Clb2-Inhibitoren auf die 
Eigenschaft von Far9 als Promotor des Übergangs von der Anaphase in die G1-
Phase analysiert werden. Zu den untersuchten Inhibitoren gehörte die Kinase 
Swe1, die verantwortlich für eine Cdc28-inhibierende Phosphorylierung ist 
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(Mendenhall und Hodge, 1998), Cdh1, das als Untereinheit der Ubiquitin-Ligase 
APC/C (Anaphase fördernder Komplex) den Abbau von Clb2 initiiert (Schwab et 
al., 1997; Visintin et al., 1997), sowie der Cdc28-Inhibitor Sic1 (Calzada et al., 
2001; Lengronne und Schwob, 2002). Diese Analyse wurde bereits für die zwei 
Effektorproteine von Cdc42, Gic1 und Gic2, beschrieben. Dazu wurde eine 
Suppressionsanalyse von GIC1 und GIC2 in ∆lte1 ∆ste20 unter Abwesenheit der 
zu untersuchenden Cdk-Inhibitoren durchgeführt (Höfken und Schiebel, 2002). 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆ste20 zeigt den gleichen Phänotyp wie ∆lte1 ∆slk19 
(Abb. 3.8) (Höfken und Schiebel, 2002) und konnte ebenfalls durch FAR9-
Überexpression supprimiert werden (Abb. 3.14).  
 
Für die Suppressionsanalyse wurde die Doppelmutante ∆lte1 ∆ste20 mit einer 
zusätzlichen Deletion der zu analysierenden Cdk-Inhibitoren mit 2µm-FAR9 und 
zur Kontrolle mit einem leeren 2µm-Plasmid (Vektorkontr.) transformiert und das 
Wachstum analysiert. Im Vergleich zur Doppelmutante (Abb. 3.14, Reihe 2) 
zeigte die Suppression der Dreifachmutanten ∆lte1 ∆ste20 ∆swe1 (Reihe 3 und 4) 
und ∆lte1 ∆ste20 ∆cdh1 (Reihe 5 und 6) durch FAR9 keinen Unterschied 
(Abb. 3.14). Allerdings führte eine zusätzliche Deletion von SIC1 zu einem Verlust 
der Suppression durch FAR9 (Reihe 7 und 8; Abb. 3.14).  
 
Zur Kontrolle zeigt die Abbildung 3.15 die Wiederherstellung der Suppression von 
∆lte1 ∆ste20 ∆sic1 durch FAR9 nach Retransformation von SIC1 (Reihe 8).  
 
 
Abb. 3.14: FAR9 supprimiert nicht den synthetisch letalen Phänotyp einer 
Dreifachdeletion von LTE1 STE20 und SIC1. 
Die Mutante ∆lte1 ∆slk19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-LTE1 und einer zusätzlichen 
Deletion von SWE1, CDH1 oder SIC1 wurde mit 2µm-FAR9 und einem leeren 2µm-Plasmid 
als Kontrolle transformiert. Eine 1:10 Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen 
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wurde auf SC-LEU- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und für zwei Tage bei 30 °C 
inkubiert. SC-LEU selektiert nach den eingesetzten 2µm-Plasmiden, während auf 5-FOA 
eine Selektion gegen das URA3-Plasmid mit LTE1 stattfindet. 
 
 
 
Abb. 3.15: Durch Retransformation von SIC1 in ∆lte1 ∆ste20 ∆sic1 kann die 
Suppression durch FAR9 wiederhergestellt werden. 
Verschiedene Zellen (Reihe 1: Wildtyp, Reihe 2-5: ∆lte1 ∆ste20 pRS316-LTE1, Reihe 6-8: 
∆lte1 ∆ste20 ∆sic1 pRS316-LTE1) wurden mit den angegebenen 2µm-Plasmiden (Reihe 1, 
2 und 5-8) transformiert sowie mit den CEN-Plasmiden der Gene LTE1 (Reihe 3) und 
STE20 (Reihe 4). Eine 1:10 Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-
LEU- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. SC-LEU 
selektiert nach den eingesetzten 2µm-Plasmiden, während auf 5-FOA eine Selektion gegen 
das URA3-Plasmid mit LTE1 stattfindet. 
 
 
Durch diese Analyse konnte eine Abhängigkeit der FAR9-Suppression von der 
Mutante ∆lte1 ∆slk19 durch Sic1 festgestellt werden. Wie bereits in Abschnitt 3.2 
gezeigt, führte die Überexpression von FAR9 in der Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 
zur Freisetzung der Phosphatase Cdc14. Cdc14 ist für die Cdc28-Clb2-
Inaktivierung unter anderem durch die Aktivierung von Sic1 und Cdh1 
verantwortlich. Da für eine Suppression der Doppelmutante von LTE1 und SLK19 
durch FAR9 nur Sic1 und nicht Cdh1 essentiell ist, besteht die Möglichkeit, dass in 
der Doppelmutante (∆lte1 ∆ste20) unter FAR9-Überexpression die zwei Wege der 
Cdc28-Clb2 Inaktivierung eine unterschiedliche Gewichtung haben. Während 
CDH1 für die Suppression durch FAR9 keine Rolle spielte, war SIC1 essentiell. 
Darüber hinaus lässt sich eine direkte Rolle von Far9 als Sic1-Aktivator nicht 
gänzlich ausschließen, obwohl die zuvor durchgeführten Suppressionsanalysen 
der temperatursensitiven MEN- und FEAR-Mutanten nicht daraufhin deuteten. In 
Abschnitt 3.3.5 wird die detaillierte Analyse eines direkten Einflusses von Far9 auf 
die Regulation von Sic1 beschrieben. 
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3.3.2 Genetische Interaktion von FAR9 mit den Anaphase-
Promotoren LTE1, SLK19 und PDS1 
In dem Stammhintergrund W303 wurde in genetischen Screens synthetische 
Toxizität von FAR9 mit PDS1 (Sarin et al., 2004) und von FAR9 mit LTE1, sowie 
eine synthetische Letalität von FAR9 mit SLK19 (Ye et al., 2005) beschrieben. 
Diese genetischen Interaktionen konnten in dieser Arbeit im Stammhintergrund 
YPH499 nicht bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Daher wurde die genetische 
Interaktion der beschriebenen Doppelmutanten im Stammhintergrund W303 
durchgeführt. Dazu wurden die haploiden Stämme mit den Einzeldeletionen 
untereinander gekreuzt und nach Sporulation einer Tetraden-Analyse unterzogen. 
Es wurden von jeder Paarung nach Sporulation 38 Tetraden vereinzelt. In keinem 
der verwendeten Stämme waren alle Tetraden vollständig (Wachstum von vier 
Sporen pro Tetrade). Dabei waren nach der Kreuzung von ∆far9 mit ∆slk19 31 % 
vollständige Tetraden gewachsen, während es bei ∆far9 mit ∆lte1 nur 13 % und 
bei ∆far9 mit ∆pds1 34 % waren. Dabei konnte das Vorhandensein der 
unvollständigen Tetraden nicht auf eine genetische Interaktion zurückgeführt 
werden, da die analysierten vollständigen Tetraden Doppeldeletionen von allen 
eingesetzten Kombinationen enthielten, die darüber hinaus auch keinen Defekt im 
Wachstum oder eine Temperatursensitivität zeigten, die auf eine Doppeldeletion 
zurückgeführt werden konnte. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in den 
Tabellen 3.1 (SLK19), 3.2 (LTE1) und 3.3 (PDS1) dargestellt. Im Fall der 
Doppelmutante ∆far9 ∆pds1 konnte zwar eine Temperatursensitivität bei 37 °C 
festgestellt werden, dies traf aber auch auf alle Einzeldeletionen von PDS1 zu. 
 
Zur Kontrolle wurden Kreuzungen mit anschließender Tetraden-Analyse der 
Einzeldeletionen von FAR9, SKL19, LTE1 und PDS1 mit Wildtyp sowie Wildtyp 
untereinander durchgeführt. Von den Einzelmutationen wurden je 8 Tetraden 
vereinzelt, die in Abbildung 3.16 dargestellt sind. Darunter war bei ∆far9 keine 
vollständige Tetrade gewachsen, während es bei ∆slk19 vier vollständige 
Tetraden, bei ∆lte1 eine und bei ∆pds1 drei vollständige Tetraden waren. Bei 
allen Tetraden der Einzelmutationen konnten im Vergleich zum Wildtyp Sporen 
mit kleiner Größe festgestellt werden. Im Fall der Kreuzung von Wildtyp 
untereinander wurden nach Sporulation zehn Tetraden vereinzelt von denen 
sechs vollständig waren (60%). Die Sporen der sechs vollständigen Tetraden 
zeigten alle die gleiche Sporengröße (Abb. 3.16). 
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Die schlechte Ausbeute an vollständigen Tetraden und die Vielzahl an kleinen 
Sporen insbesondere bei ∆far9 und ∆lte1 ließen auf eine Funktion der beiden 
Gene in der Meiose schließen, die zu Defekten in der späteren Sporulation führte. 
Defekte bei der Tetraden-Analyse von Doppelmutanten mit FAR9 und LTE1 waren 
daher nicht unbedingt auf eine genetische Interaktion als vielmehr auf Defekte in 
Bezug auf die Einzelmutation zurückzuführen.  
 
Zusammenfassend konnte ebenfalls in dem Stammhintergrund W303 keine 
genetische Interaktion zwischen FAR9 und SLK19, FAR9 und LTE1 sowie zwischen 
FAR9 und PDS1 festgestellt werden. 
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Tab. 3.1: Die Doppelmutation von FAR9 und SLK19 zeigt keine genetische 
Interaktion. 
 
Die Stämme Mat α ∆far9::klTRP und Mat a ∆slk19::HISMX6 (W303 Stammhintergrund) 
wurden gekreuzt. Nach der Sporulation der diploiden Stämme auf SPO-Agarplatten wurden 
38 Tetraden vereinzelt. Von diesen 38 Tetraden waren 26 unvollständig (weniger als vier 
Sporen pro Tetrade) und zwölf vollständig gewachsen. Die Tabelle zeigt die Sporenanalyse 
der zwölf vollständigen Tetraden auf Größe, Marker, Temperatursensitivität und 
Paarungstyp. TRP+ steht dabei für eine FAR9-Deletion und HIS+ für eine SLK19-Deletion. 
Mit orange unterlegte Doppelmutanten wiesen eine kleine Sporengröße auf, während grün 
unterlegte Doppelmutanten Sporen von normaler Größe zeigten. 
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Tab. 3.2: Die Doppelmutation von FAR9 und LTE1 zeigt keine genetische 
Interaktion. 
 
Die Stämme Mat α ∆far9::klTRP und Mat a ∆lte1::HISMX6 (W303 Stammhintergrund) 
wurden gekreuzt. Nach der Sporulation der diploiden Stämme auf SPO-Agarplatten wurden 
38 Tetraden vereinzelt. Von diesen 38 Tetraden waren 33 unvollständig (weniger als vier 
Sporen pro Tetrade) und fünf vollständig gewachsen. Die Tabelle zeigt die Sporenanalyse 
der fünf vollständigen Tetraden auf Größe, Marker, Temperatursensitivität und 
Paarungstyp. TRP+ steht dabei für eine FAR9-Deletion und HIS+ für eine LTE1-Deletion. 
Mit orange unterlegte Doppelmutanten wiesen eine kleine Sporengröße auf, während grün 
unterlegte Doppelmutanten Sporen von normaler Größe zeigten.  
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Tab. 3.3: Die Doppelmutation von FAR9 und PDS1 zeigt keine genetische 
Interaktion. 
 
Die Stämme Mat α ∆far9::klTRP und Mat a ∆pds1::HISMX6 (W303 Stammhintergrund) 
wurden gekreuzt. Nach der Sporulation der diploiden Stämme auf SPO-Agarplatten wurden 
38 Tetraden vereinzelt. Von diesen 38 Tetraden waren 25 unvollständig (weniger als vier 
Sporen pro Tetrade) und 13 vollständig gewachsen. Die Tabelle zeigt die Sporenanalyse 
der 13 vollständigen Tetraden auf Größe, Marker, Temperatursensitivität und Paarungstyp. 
TRP+ steht dabei für eine FAR9-Deletion und HIS+ für eine PDS1-Deletion. Mit orange 
unterlegte Doppelmutanten wiesen eine kleine Sporengröße auf, während grün unterlegte 
Doppelmutanten Sporen von normaler Größe zeigten. 
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Abb. 3.16: Kreuzung von Einzelmutationen von FAR9, SLK19, LTE1 und PDS1 mit 
WT und Kreuzung von WT untereinander mit anschließender Sporulation und 
Tetraden-Vereinzelung. 
MAT a mit pRS313 (HIS) wurde mit verschiedenen Mat α-Stämmen gekreuzt. Die Mat-α-
Stämme hatten je eine Einzeldeletion in FAR9, SLK19, LTE1 oder PDS1 über den TRP-
Marker. Außerdem wurde MAT a pRS313 (HIS) auch mit MAT α pRS314 (TRP) gekreuzt. 
Nach Sporulation der diploiden Stämme wurden von den Einzelmutanten acht Tetraden 
vereinzelt und vom Wildtyp zehn. Dabei zeigt die Abbildung das Wachstum der vier Sporen 
(a-d), der unterschiedlichen Tetraden auf SC-Complete-Agarplatten nach zwei Tagen bei 
23 °C. 
 
 
3.3.3 Analyse zur Einordnung von Far9 in das FEAR-
Netzwerk 
Die bisherigen epistatischen sowie funktionalen Analysen, besonders die 
vollständige Cdc14-Freisetzung in der Mutante ∆lte1 ∆slk19 durch 2µm-FAR9, 
deuteten auf eine Funktion von Far9 über das MEN hin. Das FEAR-Netzwerk kann 
allerdings auch zur Aktivierung des MEN beitragen (Stegmeier et al., 2002). 
Damit besteht die Möglichkeit, dass Far9 als FEAR-Komponente zur Freisetzung 
von Cdc14 führt. Im Folgenden sollte daher die Zugehörigkeit von Far9 zum 
FEAR-Netzwerk analysiert werden. Dabei findet die Tatsache Anwendung, dass 
Mutanten von FEAR-Komponenten (CDC5, ESP1, SPO12 und SLK19) keine Cdc14-
Freisetzung in der frühen Anaphase zeigen (Stegmeier et al., 2002) und MEN-
Mutanten wie cdc15-1 unter restriktiver Bedingung (37 °C) zwar eine partielle 
Cdc14-Freisetzung in der frühen Anaphase, aber keine vollständige Freisetzung 
von Cdc14 in der späten Anaphase aufweisen (Schweitzer und Philippsen, 1991). 
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Um Far9 als FEAR-Komponente zu identifizieren, wurde in dem 
temperatursensitiven Stamm cdc15-1 die Cdc14-Freisetzung bei zusätzlicher 
Deletion von SLK19 (FEAR-Komponente) und FAR9 unter der restriktiven 
Temperatur von 37 °C analysiert. Dabei konnte in der Mutante cdc15-1 eine 
partielle Freisetzung von Cdc14 beobachtet werden, während es in cdc15-1 
∆slk19 zu keiner Freisetzung von Cdc14 kam. Sollte es sich bei Far9 um eine 
FEAR-Komponente handeln, wäre unter gleichen Bedingungen bei einer Deletion 
von FAR9 in cdc15-1 keine Cdc14-Freisetzung zu erwarten. Dazu wurden Wildtyp-
Zellen, die Mutanten cdc15-1, cdc15-1 ∆slk19 und cdc15-1 ∆far9 mit CDC14-GFP 
bei der permissiven Temperatur inkubiert und in der G1-Phase arretiert. Die 
Analyse erfolgte mit der Freisetzung aus dem G1-Block unter der restriktiven 
Temperatur. Anschließend wurde der Zellzyklusverlauf anhand von 
Zellmorphologie und DNA-Segregation (DAPI-Färbung) ermittelt. Darüber hinaus 
wurde der Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1 mittels 
Immunoblot dokumentiert (Abb. 3.17). Im Fall der Wildtyp-Kontrolle verlief die 
Anaphase von 90 bis 120 Minuten und es konnte eine partielle Cdc14-Freisetzung 
in der frühen Anaphase gefolgt von einer vollständigen Cdc14-Freisetzung 
beobachtet werden (Abb. 3.17). Entsprechend dazu wurde Sic1 nach Verlassen 
des G1-Arrests abgebaut, gefolgt von einer Clb2-Akkumulation mit 
anschließender Degradation am Ende der Anaphase, die wiederum mit der 
Akkumulation von Sic1 einherging (Abb. 3.17). Die Wildtyp-Kontrolle zeigte 
demnach einen normalen Verlauf durch den Zellzyklus mit aktivem MEN und 
FEAR-Netzwerk. Dem gegenüber kam es bei der temperatursensitiven Mutante 
cdc15-1 zu einem Arrest in der Anaphase, was durch die Akkumulation von Zellen 
mit zwei getrennten DNA-Signalen (DAPI-Färbung) und durch die andauernde 
Expression der Cdc28-Untereinheit Clb2 sowie durch das Fehlen der erneuten 
SIC1-Expression dokumentiert wurde. Des Weiteren konnte aber eine partielle 
Cdc14-Freisetzung bei der Mutante cdc15-1 beobachtet werden. Dies entsprach 
der Situation eines aktiven FEAR-Netzwerks und eines inaktiven MEN. Im 
Gegensatz dazu zeigte die Mutante cdc15-1 mit einer zusätzlichen Deletion der 
FEAR-Komponente SLK19 keine Freisetzung von Cdc14, was einem inaktiven MEN 
und FEAR-Netzwerk entsprach. Bei der Analyse der Mutante cdc15-1 mit einer 
Deletion von FAR9 konnte ein aktives FEAR-Netzwerk anhand der partiellen 
Freisetzung von Cdc14 am Anfang der Anaphase beobachtet werden. Dies 
entsprach der Situation eines aktiven FEAR-Netzwerks bei inaktivem MEN, 
vergleichbar zu der Mutante cdc15-1 (Abb. 3.17).  
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Eine zusätzliche Deletion von FAR9 in der temperatursensitiven Mutante cdc15-1 
führte nicht zu einem Verlust der partiellen Cdc14-Freisetzung, wie das bei einer 
Deletion der FEAR-Komponente SLK19 in cdc15-1 der Fall war. Damit war unter 
der Abwesenheit von FAR9 das FEAR-Netzwerk aktiv und eine Funktion von Far9 
im FEAR-Netzwerk ist unwahrscheinlich.  
 
 
Abb. 3.17: FAR9 ist keine Komponente des FEAR-Netzwerks. 
Wildtyp-Zellen und die Mutanten cdc15-1, cdc15-1 ∆slk19 und cdc15-1 ∆far9 ∆far10 mit 
CDC14-GFP wurden bei 23 °C in YPDA inkubiert und für 2 h mit α-Faktor in G1 arretiert. 
Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium aufgenommen und bei 37 °C 
(restriktive Temperatur für cdc15-1) weiter inkubiert. Probennahmen für PFA-Fixierung 
und TCA-Fällung erfolgten in 15minütigen Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus 
dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Anhand der DAPI-
Färbung wurde der Verlauf des Zellzyklus ermittelt. Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker 
Sic1 und Clb2 wurde mit Immunoblot dokumentiert. Dabei diente Tubulin als 
Ladekontrolle. 
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3.3.4 Analyse von Far9 als Komponente der mitotischen 
Kontrollpunkte 
Die mitotischen Kontrollmechanismen gewährleisten die genaue Segregation der 
Chromosomen während der Mitose. Dabei ist der Spindel-Aufbau-Kontrollpunkt 
(spindle assembly checkpoint) für eine fehlerfreie Assoziation des 
Spindelapparates an die Schwesterchromatiden verantwortlich, während der 
Spindel-Positionierungs-Kontrollpunkt (spindle positioning checkpoint) die 
Orientierung des Spindelapparates an der Achse zwischen Mutter- und 
Tochterzelle kontrolliert (Lew und Burke, 2003). Die MEN-Proteine Bfa1-Bub2 und 
Lte1 spielen eine Rolle beim Spindel-Orientierungs-Kontrollpunkt. Die Deletion der 
negativen Regulatoren des MEN, Bfa1-Bub2, sowie die Überexpression des 
positiven Regulators LTE1 führen zu einem Defekt im Spindel-Orientierungs-
Kontrollpunkt. Unter LTE1-Überexpression sowie unter Deletion von BFA1 oder 
BUB2 kommt es unter einer fehlorientierten Spindel zur Fortsetzung des 
Zellzyklus (Bloecher et al., 2000; Daum et al., 2000; Pereira et al., 2000; Wang 
et al., 2000; Adames et al., 2001; Bardin und Amon, 2001). 
 
3.3.4.1 Die Überexpression von FAR9 hat keinen Einfluss auf die Aktivität 
der mitotischen Kontrollpunkte 
Um eine Funktion von Far9 innerhalb der Kontrollmechanismen für die exakte 
Chromosomsegregation zu ermitteln, wurde die Effizienz dieser unter 
Überexpression von FAR9 analysiert. Dazu wurden Wildtyp- und Gal1-3HA-FAR9-
Zellen mit CDC14-GFP in Medium mit Raffinose als Kohlenstoff-Quelle inkubiert 
und in der G1-Phase arretiert. Nach der Freisetzung erfolgte ein Metaphase-Arrest 
durch Inkubation der Zellen mit Nocodazol. Werden S. cerevisiae-Zellen mit 
Mikrotubuli depolymerisierenden Chemikalien (Nocodazol) behandelt, führt dies 
zum Abbau der cytoplasmatischen und nukleären Mikrotubuli und damit kann 
keine Verteilung der Schwesterchromatiden auf Mutter- und Tochterzelle erfolgen. 
Zur Analyse der Effizienz der Kontrollmechanismen wurde die Cdc14-Freisetzung 
(Cdc14-GFP) analysiert. Die Überexpression von FAR9 wurde mittels Immunoblot 
dokumentiert. Effiziente Kontrollmechanismen sollten unter Zusatz von Nocodazol 
zu einem Arrest im Zellzyklus und damit nicht zu einer Aktivierung des MEN 
führen. Die Überexpression von FAR9 führte unter Nocodazolzugabe nicht zu einer 
Freisetzung von Cdc14 (Abb. 3.18).  
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Genau wie Wildtyp-Zellen zeigten Zellen unter Überexpression von FAR9 einen 
Arrest unter Mikrotubuli depolymerisierenden Bedingungen. Die Überexpression 
von FAR9 hatte demnach keinen Effekt auf die mitotischen Kontrollmechanismen. 
 
 
Abb. 3.18: Die Überexpression von FAR9 hat keinen Einfluss auf die mitotischen 
Kontrollmechanismen. 
Wildtyp- und Gal1-3HA-FAR9-Zellen mit CDC14-GFP wurden in YPARaff bei 30 °C inkubiert 
und in G1 arretiert (α-Faktor). Nach der Freisetzung aus dem G1-Arrest wurden die Zellen 
für 2 h in YPARaff und 15µg/ml Nocodazol inkubiert (bis zum Metaphase-Arrest). Nach 
Zugabe von 2 % Galactose zur Induktion von FAR9 wurden stündlich Proben für PFA-
Fixierung und TCA-Fällung entnommen. Die Freisetzung von Cdc14 wurde am 
Fluoreszenzmikroskop, die Induktion von Far9 mittels Immunoblot analysiert. 
 
 
3.3.4.2 Die Deletion von FAR9 zeigt in Bezug auf den Phänotyp einer 
BUB2-Deletion keinen Defekt in den mitotischen Kontrollpunkten 
In der Abwesenheit von Komponenten der mitotischen Kontrollmechanismen 
kommt es zur Fortsetzung des Zellzyklus ohne Aufteilung der 
Schwesterchromatiden. Dies führt zu Zellen mit mehreren Knospen (Alexandru et 
al., 1999; Fraschini et al., 1999; Pereira et al., 2000; Wang et al., 2000). Handelt 
es sich bei FAR9 um eine Komponente der mitotischen Kontrollmechanismen, ist 
unter Behandlung von Nocodazol mit einer Akkumulation von Zellen mit mehreren 
Knospen zu rechnen; vergleichbar mit einer Deletion von BUB2. Dazu wurden 
Wildtyp-Zellen sowie die Mutanten ∆bub2 und ∆far9 in der G1-Phase arretiert und 
bei Freisetzung aus dem G1-Block mit Nocodazol weiter inkubiert. Der Verlauf der 
Nocodazolbehandlung wurde stündlich anhand der Knospung und DNA-
Segregation (DAPI-Färbung) verfolgt. Dabei zeigten Wildtyp-Zellen (Abb.3.19) 
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nach 3 Stunden eine Akkumulation von ca. 80 % arretierten Zellen mit einer 
großen Knospe ohne DNA-Segregation. Bei einer BUB2-Deletion hingegen konnte 
eine vermehrte Anzahl von Zellen mit mehreren Knospen (ca. 35%) beobachtet 
werden. Eine Deletion von FAR9 zeigte unter Nocodazolarrest keine vermehrte 
Akkumulation von Zellen mit mehreren Knospen und war in der Verteilung von 
arretierten und nicht arretierten Zellen vergleichbar mit dem Wildtyp. 
 
Mit den durchgeführten Analysen konnte kein Effekt auf die mitotischen 
Kontrollmechanismen ¯– weder durch FAR9-Überexpression noch durch dessen 
Deletion – beobachtet werden. Demnach ist eine Funktion von Far9 in den 
mitotischen Kontrollmechanismen unwahrscheinlich.  
 
 
Abb. 3.19: Far9 kann nicht als Komponente des Spindel-Positions-
Kontrollpunktes identifiziert werden. 
Wildtyp-, ∆bub2- und ∆far9-Zellen wurden in YPDA bei 30 °C bis zu einer OD600 von 0,3 
inkubiert und anschließend mit α-Faktor in G1 arretiert. Nach Freisetzung aus dem G1-
Arrest folgte die Zugabe von 15µg/ml Nocodazol. Proben für Ethanolfixierung wurden von 
diesem Zeitpunkt an jede Stunde für einen Zeitraum von insgesamt 3 h entnommen. 
 
 
3.3.5 Analyse von Far9 als direkter Aktivator von Sic1 
Die Suppressionsanalyse in Abschnitt 3.3.1.4 von ∆lte1 ∆slk19 ∆sic1 durch FAR9 
zeigte eine Abhängigkeit von Sic1 bei der Suppression von ∆lte1 ∆slk19 durch 
FAR9. Bei Sic1 handelt es sich um einen Cdk-Inhibitor, der am Ende der Mitose 
für die Inaktivierung der Cdk-Aktivität entscheidend ist und durch MEN 
freigesetztes Cdc14 aktiviert wird (Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997; 
Mendenhall und Hodge, 1998). Um eine direkte Wirkung von Far9 auf Sic1 zu 
analysieren, wurden verschiedene Ansätze gewählt. Zum einen wurde der Einfluss 
einer Überexpression sowie einer Deletion von FAR9 auf die SIC1-Expression 
unter verschiedenen Bedingungen beobachtet, zum anderen der Einfluss einer 
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FAR9-Überexpression auf die nukleäre Lokalisation des Sic1 Transkriptionsfaktors 
Swi5 (Toyn et al., 1997).  
 
 
3.3.5.1 In Zellen mit einem defekten MEN zeigen die Deletion sowie die 
Überexpression von FAR9 keinen Einfluss auf die SIC1-Expression 
Um festzustellen, ob eine Deletion oder eine Überexpression von FAR9 zu einer 
Veränderung der Expression von SIC1 unabhängig vom MEN führt, wurde eine 
Analyse des Zellzyklusverlaufs unter inaktivem MEN (cdc15-1, unter der 
restriktiven Temperatur) vorgenommen (Abb. 3.20). Die temperatursensitive 
Mutante cdc15-1 arretiert mit großer Knospe und segregierter DNA. Dabei kommt 
es unter dem Anaphasearrest weder zum Abbau des mitotischen Cyclins Clb2 
noch zu einer Sic1-Akkumulation (Toyn et al., 1997; Jaspersen et al., 1998). Für 
die Analyse wurden die temperatursensitiven Mutanten cdc15-1 und cdc15-
1 ∆far9 bei der permissiven Temperatur in der G1-Phase arretiert. Mit der 
Freisetzung aus dem G1-Block wurde der Zellzyklusverlauf bei der restriktiven 
Temperatur bis zum Arrest der Zellen in der späten Anaphase beobachtet. Hierbei 
konnte keine Änderung in der SIC1-Expression bei einer Deletion von FAR9 im 
Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Abb. 3.20). Auch bei einer 
Überexpression von FAR9 (2µm-Plasmid) in der Mutante cdc15-1 (unter der 
restriktiven Temperatur) fand die Degradation des Cdk-Inhibitors Sic1 bei der 
Freisetzung aus dem G1-Arrest mit gleicher Kinetik wie bei endogen exprimiertem 
FAR9 statt. Außerdem konnte keine vom MEN unabhängige Aktivierung der 
Expression von SIC1 am Ende der Mitose beobachtet werden (Abb. 3.21).  
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Abb. 3.20: Die Deletion von FAR9 in cdc15-1 zeigt bei der restriktiven Temperatur 
keine Veränderungen im Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1. 
Die temperatursensitiven Mutanten cdc15-1 und cdc15-1 ∆far9 wurden bei 23 °C in YPDA 
inkubiert und für 2,5 h mit α-Faktor in G1 arretiert. Anschließend wurden die Zellen in α-
Faktor-freiem Medium aufgenommen und weiter bei 37 °C (restriktive Temperatur) 
inkubiert. Probennahmen für Ethanolfixierung und TCA-Fällung erfolgten in 15minütigen 
Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop 
wurden die Proben analysiert. Anhand der DAPI-Färbung wurde der Verlauf des Zellzyklus 
ermittelt. Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 wurde mit Immunoblot 
dokumentiert. Tubulin diente dabei als Ladekontrolle. 
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Abb. 3.21: Die Überexpression von FAR9 in cdc15-1 zeigt während der 
restriktiven Temperatur keine Veränderung im Auf- und Abbau der 
Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1. 
Die temperatursensitive Mutante cdc15-1 wurde mit einem leeren 2µm-Plasmid und mit 
2µm-FAR9 transformiert und bei 23 °C in SC-LEU inkubiert. Der Arrest in G1 erfolgte durch 
eine dreieinhalbstündige α-Faktor-Zugabe. Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-
freiem Medium aufgenommen, bei 37 °C inkubiert und in 15minütigen Abständen Proben 
für Ethanolfixierung und TCA-Fällung entnommen. Anhand der DAPI-Färbung wurde der 
Verlauf des Zellzyklus ermittelt. Der Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 
wurde mittels Immunoblot dokumentiert. Tubulin diente dabei als Ladekontrolle. 
 
 
Zusammengefasst deuten die Zellzyklusanalysen unter defektem MEN auf keinen 
direkten Effekt von Far9 auf den Cdk-Inhibitor Sic1 hin. Um auszuschließen, dass 
es auch zu keiner Aktivierung von Sic1 über den Transkriptionsfaktor Swi5 
kommen konnte, der eventuell im Immunoblot nicht detektiert werden konnte, 
wurde die Analyse des Einflusses einer FAR9-Überexpression auf den Transport 
von Swi5 in den Nukleus unter inaktivem MEN durchgeführt.  
 
3.3.5.2 Die Überexpression von FAR9 führt in der MEN-Mutante cdc14-2 
unter der restriktiven Temperatur nicht zu einer Aktivierung von 
Sic1 über den Transkriptionsfaktor Swi5 
Um den Einfluss einer FAR9-Überexpression (2µm-Plasmid) auf den Transport des 
Transkriptionsfaktors Swi5 in den Nukleus unter inaktivem MEN zu analysieren, 
wurden Wildtyp-Zellen und die temperatursensitive Mutante cdc14-2 mit SWI5-
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9MYC zum einen mit einem leeren 2µm-Plasmid (als Kontrolle) und zum anderen 
mit 2µm-FAR9 transformiert. Die Lokalisation von Swi5 wurde durch indirekte 
Immunfluoreszenz nach Inkubation der Zellen unter der restriktiven Temperatur 
durchgeführt (Abb. 3.22). Dabei konnte bei 20 % der Wildtyp-Zellen eine 
Lokalisation von Swi5 im Nukleus festgestellt werden. In der 
temperatursensitiven Mutante cdc14-2 konnte keine nukleäre Lokalisation von 
Swi5 mit oder ohne FAR9-Überexpression beobachtet werden (Abb. 3.22).  
 
Auch mit diesem Experiment konnte erneut keine vom MEN unabhängige Wirkung 
von FAR9 auf Sic1, in diesem Fall über den Transkriptionsfaktor Swi5, festgestellt 
werden. Dies steht im Einklang mit den genetischen Analysen, die in einer 
epistatischen Einordnung von FAR9 oberhalb von Tem1 resultierten. 
 
 
Abb. 3.22: Die Überexpression von FAR9 führt nicht zu einer nukleären 
Lokalisation des Transkriptionsfaktors Swi5 in der temperatursensitiven Mutante 
cdc14-2 unter der restriktiven Temperatur. 
Wildtyp-Zellen, cdc14-2, Wildtyp-Zellen mit SWI5-9MYC und cdc14-2 mit SWI5-9MYC 
wurden jeweils mit einem leeren 2µm-Plasmid und 2µm-FAR9 transformiert. Die Zellen 
wurden nach vierstündiger Inkubation in SC-LEU-Medium bei 37 °C (restriktive 
Temperatur) spheroblastiert und für 30 min in 4 % PFA fixiert. Für die Immunfluoreszenz 
von Swi5-9Myc wurde als primärer Antikörper anti-MYC und als sekundärer Antikörper 
Alexa488 eingesetzt. Die DNA wurde mit DAPI gefärbt. Der eingezeichnete Maßstab 
entspricht 5 µm. 
 
 
3.3.5.3 Die Deletion sowie die Überexpression von FAR9 zeigen keine 
Veränderungen in der SIC1-Expression 
Um einen Effekt von FAR9 auf die SIC1-Expression zu untersuchen, wurden 
Wildtyp- und ∆far9-Zellen in der G1-Phase arretiert. Nach Freisetzung aus dem 
Arrest wurden der Zellzyklusverlauf und im Besonderen die SIC1-Expression 
dokumentiert (Abb. 3.23). Die Anaphase, die durch die Anzahl von Zellen mit 
getrennter DNA charakterisiert wurde (DAPI-Färbung), nahm bei Wildtyp- und 
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∆far9-Zellen einen ähnlichen Verlauf. Beide Stämme zeigten außerdem 
40 Minuten nach dem G1-Arrest einen Beginn der Clb2-Akkumulation und nach 
80 Minuten den Beginn der proteolytische Degradation von Clb2. Zur besseren 
Dokumentation der SIC1-Expression wurde, nachdem alle Zellen mit der 
Knospung begonnen hatten, erneut ein G1-Arrest eingeleitet. Im Vergleich der 
SIC1-Expression von Wildtyp und Mutante konnte kein Unterschied, weder im 
Abbau nach Verlassen des G1-Stadiums noch im Aufbau am Ende der Anaphase 
festgestellt werden (Abb. 3.23).  
 
 
Abb. 3.23: Die Deletion von FAR9 zeigt keine Veränderungen im Zellzyklusverlauf 
sowie im Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1. 
Wildtyp- und ∆far9-Zellen wurden bei 30 °C in YPDA inkubiert und für 2,5 h mit α-Faktor in 
G1 arretiert. Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium aufgenommen 
und weiter bei 30 °C inkubiert. Für einen erneuten G1-Arrest wurde nach 70 min wieder α-
Factor zugegeben. Probennahmen für Ethanol-Fixierung und TCA-Fällung erfolgten in 
10minütigen Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Anhand der DAPI-Färbung wurde der 
Verlauf des Zellzyklus ermittelt. Die Analyse des Auf- und Abbaus der Zellzyklusmarker 
Sic1 und Clb2 erfolgte mittels Immunoblot. Dabei diente Tubulin als Ladekontrolle. 
 
 
In einem ähnlichen Experiment wurde im Folgenden der Einfluss einer 
Überexpression von FAR9 auf die SIC1-Expression analysiert. Wildtyp- und Gal1-
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GFP-FAR9-Zellen wurden dazu in raffinosehaltigem Medium in der G1-Phase 
arretiert. Zur Induktion von FAR9 erfolgte während des Arrests die Zugabe von 
Galactose. Nach der Freisetzung aus dem G1-Arrest wurde der Verlauf des 
Zellzyklus unter einer fortsetzenden Galactosezugabe analysiert. Auch bei diesem 
Experiment wurde zur besseren Dokumentation der SIC1-Expression nach 
vollständigem Beginn der Knospung (5 Stunden nach Freisetzung aus dem G1-
Arrest) erneut ein G1-Arrest herbeigeführt. Anhand der Analyse der DNA-
Segregation (DAPI-Färbung) und der Zellmorphologie konnte bei der Mutante ein 
Arrest der Zellen mit großer Knospe und getrennter DNA festgestellt werden 
(Abb. 3.24). Bei näherer Betrachtung dieses Arrests wurde deutlich, dass es sich 
um keinen Anaphasearrest, sondern um einen Defekt in der Cytokinese handelt. 
Dies wurde zum einen durch die Paarungsprojektion (Shmoo-Bildung) der Zellen 
mit großen Knospen bei dem zweiten G1-Arrest und zum anderen durch die mit 
dem Wildtyp vergleichbare Sic1-Akkumulation deutlich (Abb.3.24). Beide 
Beobachtungen konnten als Signale für das Erreichen des G1-Stadiums betrachtet 
werden (Mendenhall et al., 1987; Hartwell und Weinert, 1989). Auch die 
proteolytische Degradation von Sic1 nach der Freisetzung aus dem G1-Arrest war 
während der FAR9-Überexpression vergleichbar zum Wildtyp (Abb. 3.24). 
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Abb. 3.24: Die Überexpression von FAR9 unter dem Gal1-Promotor führt zu einem 
Cytokinesedefekt. 
Wildtyp- und Gal1-GFP-FAR9-Zellen wurden bei 30 °C in YPARaffGal inkubiert und für 5 h 
mit α-Faktor in G1 arretiert. In den letzten 2 h des G1 Arrests wurde 2 % Galactose 
zugegeben (Induktion von Gal1-GFP-FAR9). Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-
freiem Medium (ebenfalls in YPARaffGal) aufgenommen und weiter bei 30 °C inkubiert. Für 
einen erneuten G1-Arrest wurde nach 3 h wiederum α-Factor zugegeben. Probennahmen 
für Ethanolfixierung und TCA-Fällung erfolgten direkt nach der Freisetzung aus dem G1-
Block, nach 1 h, nach 2 h, dann jeweils alle 30 min bis 6,5 h und schließlich nach 8 h. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Anhand der DAPI-Färbung wurde der 
Verlauf des Zellzyklus ermittelt. Die Analyse des Auf- und Abbaus der Zellzyklusmarker 
Sic1 und Clb2 erfolgte im Immunoblot. Tubulin diente dabei als Ladekontrolle. 
 
 
Weder die Deletion noch die Überexpression von FAR9 hatten einen Einfluss auf 
die zellzyklusabhängige Expression von SIC1. Bei einer Überexpression von FAR9 
über den Gal1-Promotor wurde zwar ein Arrest der Zellen mit segregierter DNA 
festgestellt, dieser ließ sich aber mit größerer Wahrscheinlichkeit auf einen 
Cytokinesedefekt als auf einen Defekt in der Anaphase zurückführen. Der Auf- 
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und Abbau der Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1 zeigte auch bei den arretierten 
Zellen ein mit Wildtyp-Zellen vergleichbares Muster. Dies deutet auf eine 
funktionale Degradation von Clb2 und Aktivierung von Sic1 am Ende der Mitose 
hin, was einen aktiven MEN voraussetzt. 
 
Um die Vermutung eines Cytokinesedefekts zu bestätigen, wurde die mitotische 
Spindel unter FAR9-Überexpression analysiert. Kommt es zu einer 
Disassemblierung der mitotischen Spindel unter FAR9-Überexpression kann dies 
als weiterer Hinweis für einen funktionsfähigen MEN gedeutet werden. Als 
Kontrollen dienten zum einen Wildtyp-Zellen und zum anderen Zellen, die unter 
dem Gal1-Promotor CLB2 mit einer Deletion der Destruktions-Box (CLB2∆db) 
überexprimieren, die dazu führt, dass Clb2 nicht degradiert werden kann. Diese 
Zellen arretieren in der späten Anaphase mit einer intakten Spindel unter CLB2-
Expression (Wäsch und Cross, 2002). Nach G1-Arrest wurde die Überexpression 
durch Galactosezugabe induziert und der Verlauf des Zellzyklus anhand der 
mitotischen Spindel und DNA-Segregation (DAPI-Färbung) analysiert sowie der 
Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1 dokumentiert. In der 
Abbildung 3.25 sind der Verlauf der Anaphase (Zellen mit getrennter DNA) sowie 
die Akkumulation von Zellen mit kollabierter mitotischer Spindel dargestellt. Im 
Wildtyp traten die Zellen zweieinhalb Stunden nach der Freisetzung aus dem G1-
Arrest in die Anaphase ein und hatten diese nach weiteren 3 Stunden 
weitestgehend durchlaufen. In diesem Zeitraum fiel auch die Akkumulation von 
Zellen mit großer Knospe, die eine kollabierte mitotische Spindel aufwiesen. Dabei 
handelte es sich um Zellen, die bereits die Anaphase durchlaufen, aber die 
Cytokinese noch nicht vollendet hatten. Zellen unter Überexpression von FAR9 
zeigten die gleiche Kinetik wie Wildtyp-Zellen beim Eintritt in die Anaphase. 
Allerdings arretierten die Zellen unter FAR9-Überexpression mit großer Knospe 
und segregierter DNA. Eine dem Wildtyp vergleichbare Akkumulation von Zellen 
mit kollabierter Spindel war jedoch ein weiterer Hinweis, dass sich die Zellen 
unter FAR9-Überexpression nicht mehr in der Anaphase befanden. Auch die 
biochemische Analyse von der CLB2- und SIC1-Expression zeigte keine 
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Gal1-GFP-FAR9-Zellen. Biochemisch gehen 
beide Stämme nach 3,5 Stunden in den G1-Status über, was an der deutlichen 
Expression von SIC1 zu erkennen ist (Mendenhall et al., 1987). Im Gegensatz 
dazu fanden in den Zellen unter Überexpression von CLB2∆db kein Abbau von 
Clb2 und demnach auch keine Expression von SIC1 und keine Akkumulation von 
Zellen mit gebrochener Spindel statt (Abb. 3.25). 
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Zusammen mit den bereits beschriebenen Beobachtungen, dass unter FAR9-
Überexpression eine Clb2-Degradation sowie eine SIC1-Expression vergleichbar 
mit dem Wildtyp beim Übergang von der Anaphase in die Cytokinese stattfand 
und dass unter α-Faktor-Zugabe die arretierten Zellen mit großer Knospe eine 
Shmoo-Formation aufwiesen, zeigte auch die Analyse der mitotischen Spindel 
unter FAR9-Überexpression eindeutig ein Verlassen der Zellen aus dem Stadium 
der Anaphase mit anschließendem Defekt in der Cytokinese. Durch diese 
Analysen konnte ein Defekt in der Anaphase hervorgerufen durch Überexpression 
von FAR9 ausgeschlossen werden. 
 
 
Abb. 3.25: Die Überexpression von FAR9  führt zu einem Cytokinesedefekt. 
Wildtyp-, Gal1-GFP-FAR9- und Gal1-CLB2∆db-Zellen mit Cherry-Tubulin wurden bei 23 °C 
in YPARaff inkubiert und für 5 h mit α-Faktor in G1 arretiert. Während der letzten 2 h der 
Inkubation mit α-Faktor wurden 2 % Galactose für die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 und 
Gal1-CLB2∆db zugegeben. Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium 
aufgenommen und bei 37 °C weiter inkubiert. Probennahmen für PFA-Fixierung und TCA-
Fällung erfolgten in 30minütigen Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-
Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Anhand der DAPI-Färbung 
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wurde der Verlauf des Zellzyklus ermittelt. Cherry-Tubulin wurde als Marker für die 
mitotische Spindel verwendet. Der eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Die Analyse 
des Auf- und Abbaus der Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 erfolgte im Immunoblot. Tubulin 
diente dabei als Ladekontrolle.  
 
 
3.3.5.4 Die Überexpression von FAR9 führt unter der restriktiven 
Temperatur in den MEN-Mutanten cdc14-2 und tem1-3 nicht zum 
Austritt aus der Mitose 
Im Abschnitt 3.3 konnte mit Hilfe von epistatischen Analysen eine Einordnung von 
FAR9 oberhalb des MEN erfolgen. Unter anderem wurden MEN-Mutanten auf 
einen Effekt durch die Überexpression von FAR9 hin untersucht. Dabei konnte 
allerdings kein Effekt der Suppression des Wachstums von temperatursensitiven 
MEN-Mutanten durch FAR9-Überexpression bei der restriktiven Temperatur 
beobachtet werden. Durch den beschriebenen Cytokinesedefekt, der unter FAR9-
Überexpression zum Arrest der Zellen führte, besteht die Möglichkeit, dass ein 
denkbarer Effekt einer FAR9-Überexpression auf die MEN-Mutanten im 
Wachstumstest nicht identifiziert werden konnte. Um erneut einen Effekt einer 
FAR9-Überexpression auf einen defekten MEN zu analysieren, wurde das 
Vorhandensein einer gebrochenen Spindel in den MEN-Mutanten cdc14-2 und 
tem1-3 zum einen bei FAR9-Überexpression unter dem Gal1-Promotor und zum 
anderen durch Transformation mit 2µm-FAR9 untersucht. Kommt es unter diesen 
Bedingungen zu einer disassemblierten Spindel, würde dies für eine Suppression 
des Anaphasearrests der MEN-Mutanten (Shirayama et al., 1994; Visintin et al., 
1998) durch die Überexpression von FAR9 sprechen. Dazu wurden cdc14-2 und 
tem1-3 sowie die gleichen Zellen sowohl mit FAR9 unter dem Gal1-Promotor als 
auch mit 2µm-FAR9 nach Inkubation unter restriktiven Bedingungen analysiert. 
Bei einem Vergleich der Akkumulation der Zellen mit kollabierter Spindel in den 
MEN-Mutanten mit und ohne FAR9-Überexpression konnte kein Unterschied 
festgestellt werden. Dies galt sowohl für die FAR9-Überexpression unter dem 
Gal1-Promotor als auch für die Expression von FAR9 über das 2µm-Plasmid 
(Abb. 3.26).  
 
Damit konnte durch die Analyse der mitotischen Spindel in den MEN-Mutanten 
cdc14-2 und tem1-3 unter FAR9-Überexpression das Ergebnis der 
Suppressionsanalyse bestätigt werden. Die Überexpression konnte einen defekten 
MEN nicht supprimieren. Damit bleibt die epistatische Einordnung von FAR9 
oberhalb des MEN bestehen. 
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Abb. 3.26: Die Überexpression von FAR9 führt unter der restriktiven Temperatur 
in cdc14-2 und tem1-3 nicht zum Kollaps der mitotischen Spindel. 
Wildtyp-Zellen sowie die Mutanten cdc14-2 und tem1-3 mit Cherry-Tubulin und Gal1-GFP-
FAR9 wurden bei 23 °C in YPARaff inkubiert (Zellen mit 2µm-FAR9 entsprechend in SC-
LEU-Medium). Anschließend wurden alle Stämme für 7 h bei 37 °C inkubiert. 
Probennahmen für PFA-Fixierung und TCA-Fällung erfolgten nach 7 h. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Die DNA wurde mit DAPI gefärbt, 
während Cherry-Tubulin als Marker für die mitotische Spindel verwendet wurde. Der 
eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Mittels Immunoblot wurde die erfolgreiche 
Überexpression von Gal1-GFP-FAR9 dokumentiert. Dabei diente Tubulin als Ladekontrolle.  
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3.4 Analyse der zellzyklusabhängigen Lokalisation von Far9 
am SPB 
3.4.1 Die zellzyklusabhängige Lokalisation von Far9 am SPB 
und am Knospungshals 
3.4.1.1 Analyse einer zellzyklusabhängigen Lokalisation von Far9 mittels 
Gal1-GFP-FAR9 
Da die Lokalisation der verschiedenen MEN-Proteine von entscheidender 
Bedeutung für die jeweilige Funktion der Komponenten in der Regulation des 
Übergangs von der Mitose in die G1-Phase ist (Pereira und Schiebel, 2001), 
wurde die Lokalisation von Far9 während des Zellzyklus analysiert. MEN-
Komponenten sind unter anderem mit dem SPB, dem Zellkortex sowie mit dem 
Knospungshals assoziiert (Shirayama et al., 1998; Cenamor et al., 1999; Bardin 
et al., 2000; Frenz et al., 2000; Pereira et al., 2000; Xu et al., 2000; Yoshida und 
Toh-e, 2001). Für eine zellzyklusabhängige Analyse der Lokalisation von Far9 
wurde dieses N-terminal mit GFP fusioniert. 
 
Um einen möglichen Verlust der Funktionalität durch die Fusion von GFP mit dem 
N-Terminus von Far9 auszuschließen, wurde das Konstrukt des Fusionsproteins 
aus GFP-FAR9 in ein 2µm-Plasmid überführt und eine Suppressionsanalyse des 
synthetisch letalen Phänotyps einer Doppeldeletion von LTE1 und SLK19 
durchgeführt. Dazu wurde die Doppelmutante ∆lte ∆slk19, die LTE1 endogen über 
ein URA3-Plasmid exprimierte mit 2µm-FAR9 und 2µm-GFP-FAR9 transformiert. 
Zur Kontrolle wurden die Zellen außerdem mit einem leeren 2µm-Plasmid 
(Vektorkontrolle, Reihe 1) sowie mit CEN-Plasmiden für LTE1 und SLK19  
transformiert. Dabei war die Suppression der Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 durch 
2µm-FAR9 (Abb. 3.27 Reihe 4) vergleichbar mit der Suppression durch 2µm-GFP-
FAR9 (Reihe 5).  
 
Durch diese Analyse konnte gezeigt werden, dass eine Fusion von GFP mit dem 
N-Terminus von FAR9 keinen Einfluss auf die Eigenschaft von FAR9 als positiver 
Regulator des Austritts aus der Mitose hatte. Damit konnte von einer 
Funktionalität des GFP-FAR9-Konstrukts ausgegangen werden. 
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Abb. 3.27: GFP-FAR9 supprimiert den synthetisch letalen Phänotyp einer 
Doppeldeletion von LTE1 und SLK19. 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-LTE1 wurde mit 2µm-
Plasmiden mit den angegebenen Genen transformiert. Eine 1:10 Verdünnungsreihe 
ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-LEU- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und 
für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. SC-LEU selektiert nach den eingesetzten 2µm-
Plasmiden, während auf 5-FOA eine Selektion gegen das URA3-Plasmid mit LTE1 
stattfindet. M1OPA steht für eine Punktmutation im Startcodon. 
 
 
Nach Bestätigung der Funktionalität wurde die Lokalisation von Far9 in Zellen mit 
Gal1-GFP-FAR9 und SPC42-eqFP (als SPB-Marker) nach der Freisetzung aus dem 
G1-Arrest analysiert. Dabei wurde die FAR9-Expression während des Arrests 
durchgeführt. Die Lokalisationsanalyse fand anschließend unter Gal1-
suppressiven Bedingungen statt. Abbildung 3.28 zeigt eine zellzyklusabhängige 
Lokalisation von Far9 am SPB. Zu Beginn der Anaphase, bei einer Spindellänge 
von 4 bis 6 µm, assoziierte Far9 überwiegend asymmetrisch mit dem zur 
Tochterzelle zugewandten SPB. Im Zuge der Spindelelongation (8 bis 10 µm) 
lokalisierte Far9 vermehrt symmetrisch an beide Spindelpolkörper. Bei einer 
Spindellänge über 10 µm konnte auch vermehrt eine Lokalisation von Far9 am 
Knospungshals beobachtet werden (Abb. 3.28). Die asymmetrische Lokalisation 
von Far9 an dem zur Tochterzelle zugewandten SPB in der frühen Anaphase war 
vergleichbar mit der Lokalisation von Bub2 und Bfa1, dem GAP-Komplex von 
Tem1 (Daum et al., 2000; Pereira et al., 2000). Wie die MEN-Komponenten 
Cdc15, Mob1-Dbf2 und auch Cdc14 zeigte Far9 im späteren Verlauf der Anaphase 
eine symmetrische Assoziation mit beiden Spindelpolkörper sowie eine mit Cdc15 
und Mob1-Dbf2 vergleichbare Lokalisation am Knospungshals (Cenamor et al., 
1999; Frenz et al., 2000; Xu et al., 2000; Yoshida und Toh-e, 2001; Yoshida et 
al., 2002). 
 
Durch die Analyse der zellzyklusabhängigen Lokalisation von Far9 mit dem SPB 
und dem Knospungshals, die vergleichbar mit verschiedenen MEN-Komponenten 
3 Ergebnisse                                                                                                 - 98 - 
 
ist, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei Far9 um eine zusätzliche 
Komponente des MEN handelt oder, allgemeiner formuliert, dass Far9 durch diese 
zeitliche und lokale Zusammengehörigkeit mit den MEN-Komponenten über diese 
den Austritt aus der Mitose fördert. 
 
 
Abb. 3.28: Far9 zeigt eine zellzyklusabhängige Lokalisation am SPB und am 
Knospungshals. 
Zellen mit Gal1-GFP-FAR9 wurden bei 23 °C in YPARaff inkubiert und für 2 h mit α-Faktor 
in G1 arretiert. Während der letzten 90 min der Inkubation mit α-Faktor wurden 2 % 
Galactose für die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 zugegeben. Anschließend wurden die 
Zellen in α-Faktor-freiem Medium aufgenommen und weiter bei 23 °C inkubiert. 
Probennahmen für PFA-Fixierung erfolgten in 15minütigen Abständen, angefangen mit der 
Freisetzung nach dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. 
Spc42-eqFP diente dabei als Marker für den SPB (Pereira und Schiebel, 2001). Der 
eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Die Pfeile zeigen auf GFP-Far9 am SPB, der Stern 
markiert die Lokalisation von GFP-Far9 am Knospungshals. 
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3.4.2 Analyse des Einflusses von MEN- und SPB-
Komponenten auf die Lokalisation von Far9 am SPB 
3.4.2.1 Ein Verlust der Funktionalität der SPB-Komponenten Spc72 und 
Nud1 sowie der Kinase Cdc5 führt zu einem Verlust der 
Assoziation von Far9 mit dem SPB 
Der SPB spielt bei den Regulationsmechanismen am Ende der Mitose eine 
entscheidende Rolle. Unter anderem ist die Bindung der MEN-Komponenten 
Tem1, Cdc15, Dbf2, Bub2 und Bfa1 abhängig von der SPB-Komponente Nud1 
(Bardin et al., 2000; Gruneberg et al., 2000). Die Assoziation dieser MEN-
Komponenten mit dem SPB ist essentiell für die Aktivierung des MEN; demnach 
arretiert die temperatursensitive Mutante nud1-2 unter der restriktiven 
Temperatur in der späten Anaphase (Gruneberg et al., 2000). Die Analyse der 
Lokalisation von Far9 unter nicht funktionalem Nud1, könnte daher Aufschluss 
darüber geben, ob Far9 ähnlich wie die MEN-Komponenten über Nud1 an der 
äußeren Platte des SPB organisiert ist. Des Weiteren ist Nud1 für die Rekrutierung 
von Spc72 zum SPB verantwortlich. Über Spc72 ist der γ-Tubulin-Komplex, und 
damit die cytoplasmatischen Mikrotubuli, mit dem SPB verbunden (Knop und 
Schiebel, 1998). Unter der restriktiven Bedingung von 37 °C kommt es demnach 
in der temperatursensitiven Mutante spc72-7 zu Defekten in der Ausrichtung der 
mitotischen Spindel. Dies ist auf eine fehlerhafte Assoziation der 
cytoplasmatischen Mikrotubuli mit dem SPB zurückzuführen (Knop und Schiebel, 
1998; Gruneberg et al., 2000). Durch eine Lokalisationsanalyse von Far9 in 
spc72-7 unter der restriktiven Bedingung konnte eine Funktion von Spc72 in der 
Bindung von Far9 an den SPB analysiert werden. Die Kinase Cdc5 aus der Polo-
Familie ist verantwortlich für die Phosphorylierung von verschiedenen MEN-
Komponenten, darunter der Bfa1-Bub2-Komplex am Ende der Anaphase (Hu und 
Elledge, 2002). Da es sich bei Far9 um ein Protein mit einer FHA-Domäne 
handelt, die an Phosphopeptide bindet, sollte durch eine Analyse der Far9-
Lokalisation unter inaktivem Cdc5 die Frage beantwortet werden, ob die 
Phosphorylierungen durch Cdc5 einen Einfluss auf die Lokalisation von Far9 am 
SPB haben.  
 
Um die Lokalisation von Far9 in den temperatursensitiven Mutanten spc72-7, 
nud1-2 und cdc5-10 zu analysieren, wurde die Expression von GFP-FAR9 unter 
dem Gal1-Promotor in den Mutanten und in Wildtyp-Zellen während des G1-
Arrests bei der permissiven Temperatur induziert. Die Zellen wurden anschließend 
in glucosehaltigem Medium bei der restriktiven Temperatur aus dem G1-Arrest 
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freigesetzt und der Verlauf des Zellzyklus analysiert. Beim Wildtyp konnten Zellen 
mit einer großen Knospe und zwei getrennten Spindelpolkörpern, darunter eines 
in der Mutter- und das andere in der Tochterzelle (SPB-Marker Spc42-eqFP), im 
Zeitraum von 100 bis 160 Minuten nach der Freisetzung aus dem G1-Arrest 
identifiziert werden. Unter diesen Zellen, die sich in der Anaphase befanden, 
zeigten über 80 % eine Lokalisation von Far9 am SPB (Abb. 3.29). Bei den 
temperatursensitiven Mutanten kam es zu einem Arrest von Zellen mit großer 
Knospe, darunter konnten bei spc72-7 und nud1-2 auch Zellen mit einer 
fehlerhaft orientierten Spindel beobachtet werden, was auf den Verlust der 
Assoziation der cytoplasmatischen Mikrotubuli mit dem SPB zurückzuführen war 
(Knop und Schiebel, 1998; Gruneberg et al., 2000) (Abb. 3.29, nud1-2 und 
spc72-7, untere Reihe ). Bei keiner der Mutanten, weder bei einer korrekt 
orientierten noch bei einer fehlerhaft orientierten Spindel, konnte eine dem 
Wildtyp vergleichbare Lokalisation von Far9 am SPB beobachtet werden 
(Abb. 3.29).  
 
Wird Spc42 als SPB-Marker zur Analyse einer Lokalisation von Proteinen am SPB 
verwendet, kann durch die Nähe vom SPB zu den Kinetochoren letztlich nicht 
ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem identifizierten Protein nicht auch 
um eine Kinetochor-Komponente handeln könnte. Da die Lokalisation von Far9 
aber in Abhängigkeit zu einem funktionalen Nud1 steht, ist es ausgeschlossen, 
dass es sich bei Far9 um eine Komponente des Kinetochors handelt. Des Weiteren 
konnte durch den Verlust der Far9-Lokalisation mit dem SPB unter nicht 
funktionalem Nud1 oder Spc72 eine Assoziation von Far9, mit der äußeren Platte 
des Spindelpolkörpers festgestellt werden, genau wie für die mit dem SPB 
assoziierten MEN-Komponenten. Darüber hinaus ist eine Lokalisation von Far9 mit 
dem SPB abhängig von der Kinase Cdc5 aus der Polo-Familie. Dies deutet auf 
eine mögliche Cdc5-abhängige Phosphorylierung von MEN- oder SPB-
Komponenten hin, die für eine SPB-Lokalisation von Far9 essentiell sind.  
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Abb. 3.29: Verlust der SPB-Lokalisation von far9 in den temperatursensitiven 
Mutanten spc72-7, nud1-2 und cdc5-10. 
Wildtyp-Zellen sowie die temperatursensitiven Mutanten spc72-2, nud1-2 und cdc5-10 mit 
Gal1-GFP-FAR9 wurden bei 23 °C in YPARaff inkubiert und für 4 h mit α-Faktor in G1 
arretiert. Während der letzten 90 min der Inkubation mit α-Faktor wurden 2 % Galactose 
für die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 zugegeben. Anschließend wurden die Zellen in α-
Faktor-freiem Medium (YPDA) aufgenommen und bei 37 °C weiter inkubiert. 
Probennahmen für PFA-Fixierung und TCA-Fällung erfolgten in 20minütigen Abständen, 
angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die 
Proben analysiert. Spc42-eqFP wurde dabei als Marker für den SPB verwendet. Der 
eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Die Pfeile zeigen auf GFP-Far9 am SPB. 
 
 
3.4.2.2 Analyse der Far9-Lokalisation in der Doppelmutante ∆bfa1 ∆bub2 
Bfa1 und Bub2 sind für die asymmetrische Lokalisation der GTPase Tem1 an den 
zur Tochterzelle orientierten SPB in der frühen Mitose verantwortlich (Pereira et 
al., 2000). Im Folgenden sollte festgestellt werden, ob Bfa1 und Bub2 auch eine 
Rolle bei der Lokalisation von Far9 am SPB spielen. Dazu wurden Wildtyp-Zellen 
und die Doppelmutante ∆bfa1 ∆bub2 mit Gal1-GFP-FAR9 in der G1-Phase unter 
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Induktion von Gal1-GFP-FAR9 arretiert. Nach der Freisetzung der Zellen aus dem 
G1-Arrest wurde unter Gal1-suppressiven Bedingungen der Verlauf des Zellzyklus 
untersucht. Abbildung 3.30 zeigt die Analyse der zellzyklusabhängigen 
Lokalisation von Far9 am SPB in der Doppelmutante ∆bfa1 ∆bub2 im Vergleich 
zum Wildtyp. Im Allgemeinen konnten alle für Far9 identifizierten 
Lokalisationsmuster in der Mutante festgestellt werden. Hierzu zählen die 
asymmetrische Lokalisation an dem zur Tochterzelle zugewandten SPB, die 
symmetrische Lokalisation an beiden Spindelpolkörpern, sowie eine zusätzliche 
Lokalisation am Knospungshals. Der Graph in Abb. 3.30 zeigt die prozentuale 
Verteilung dieser drei Lokalisationsmuster unter den Zellen mit großer Knospe 
und zwei getrennten Spindelpolkörpern (SPB-Marker Spc42-eqFP). Dabei konnte 
beim Vergleich von Wildtyp mit der Mutante generell die gleichen 
Lokalisationsmuster beobachtet werden. Jedoch zeigte die Doppelmutante 
∆bfa1 ∆bub2 eine Verringerung der asymmetrischen Lokalisation um 14 % im 
Vergleich zum Wildtyp, was für einen Einfluss des Bfa1-Bub2-Komplexes auf die 
Far9-Lokalisation spricht. 
 
 
Abb. 3.30: Die zellzyklusabhängige Lokalisation von Far9 am SPB in der 
Doppelmutante ∆bfa1 ∆bub2. 
Wildtyp-Zellen und die Mutante ∆bfa1 ∆bub2 mit Gal1-GFP-FAR9 wurden bei 30 °C in 
YPARaff inkubiert und für 2,5 h mit α-Faktor in G1 arretiert. Während der letzten 90 min 
der Inkubation mit α-Faktor wurden 2 % Galactose für die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 
zugegeben. Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium aufgenommen und 
weiter bei 30 °C inkubiert. Probennahmen für PFA-Fixierung erfolgten in 15minütigen 
Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop 
wurden die Proben analysiert. Spc42-eqFP wurde als Marker für den SPB verwendet. GFP-
Far9 wurde in Zellen mit großer Knospe und zwei getrennten Spindelpolkörpern ausgezählt 
(n=100 Zellen je Stamm). Der eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Die Pfeile zeigen 
auf GFP-Far9 am SPB, der Stern markiert die Lokalisation von GFP-Far9 am 
Knospungshals. 
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3.4.2.3 Die Deletion von KIN4 verändert die Lokalisation von Far9 am 
SPB nicht 
Im letzten Abschnitt wurde ein Einfluss von Bfa1 und Bub2 auf die asymmetrische 
Lokalisation von Far9 am SPB beschrieben. In diesem Zusammenhang ist es von 
Interesse, ob eine Veränderung in der Bfa1-Bub2-Aktivierung ebenfalls zu einer 
Veränderung in der Far9-Lokalisation führt. Mit Beginn der Anaphase wird der 
Bfa1-Bub2-Komplex von der Kinase Cdc5 aus der Polo-Familie phosphoryliert, 
was zur Inaktivierung von Bfa1-Bub2 führt (Lee et al., 2001). Die Kinase Kin4 
wirkt bei fehlorientierter Spindel der Bfa1-Bub2-Inhibierung durch Cdc5 entgegen 
(D'Aquino et al., 2005; Pereira und Schiebel, 2005). Kommt es bei einer KIN4-
Deletion zu einer früheren Inhibierung von Bfa1-Bub2, stellt sich die Frage, ob 
eine Veränderung der Bfa1-Bub2-Aktivität, die Lokalisation von Far9 am SPB 
beeinflusst. Dazu wurde die Lokalisation von Far9 mit Hilfe einer Induktion von 
Gal1-GFP-FAR9 durch Galactosezugabe während des G1-Arrests durchgeführt. Die 
Analyse erfolgte nach Freisetzung aus dem G1-Arrest unter Gal1-suppressiven 
Bedingungen. Die Abbildung 3.31 zeigt die Lokalisation von Far9 am SPB in 
Wildtyp- und ∆kin4-Zellen. Im Allgemeinen ließ sich kein Unterschied des bereits 
beschriebenen Lokalisationsmusters von Far9 am SPB zwischen dem Wildtyp und 
der Mutante ∆kin4 feststellen. Die Kinase Kin4 hatte keinen Einfluss auf die 
Lokalisation von Far9 an den SPB.  
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Abb. 3.31: Die Deletion von KIN4 beeinflusst die zellzyklusabhängige Lokalisation 
von Far9 nicht. 
Wildtyp- und ∆kin4-Zellen mit GFP-FAR9 unter dem Gal1-Promotor wurden bei 23 °C in 
YPARaff inkubiert und für 2 h mit α-Faktor in G1 arretiert. Während der letzten 90 min der 
Inkubation mit α-Faktor wurden 2 % Galactose für die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 
zugegeben. Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium aufgenommen und 
weiter bei 23 °C inkubiert. Probennahmen für Ethanol- und PFA-Fixierung erfolgten in 
15minütigen Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Spc42-eqFP wurde als SPB-Marker 
verwendet. GFP-Far9 wurde in Zellen mit großer Knospe und zwei getrennten 
Spindelpolkörpern ausgezählt (n=100 Zellen je Stamm). Der eingezeichnete Maßstab 
entspricht 5 µm. Die Pfeile zeigen auf GFP-Far9 am SPB. 
 
 
3.4.3 Die Deletion von FAR9 hat keinen Einfluss auf die 
Lokalisation der MEN-Proteine Bfa1, Tem1 und Mob1 
Da unter anderem der Bfa1-Bub2-Komplex für die asymmetrische Lokalisation 
von Tem1 verantwortlich ist (Pereira et al., 2000), soll im Folgenden der Einfluss 
einer FAR9-Deletion auf einige ausgewählte MEN-Proteine, die am SPB 
lokalisieren, untersucht werden. Dazu wurden Stämme mit BFA1-GFP, TEM1-GFP 
sowie MOB1-GFP nach der Freisetzung aus dem G1-Arrest analysiert. Die 
Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 3.32 dargestellt. In Wildtyp-Zellen 
lokalisieren Bfa1 und Tem1 bereits vor der Duplikation des Spindelpolkörpers an 
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diesem (Daum et al., 2000; Pereira et al., 2000). Dies konnte für Bfa1 und Tem1 
auch in der FAR9-Mutante beobachtet werden (Abb. 3.32). Des Weiteren zeigte 
die Mutante bei einer korrekt orientierten Spindel eine asymmetrische 
Lokalisation von Bfa1 an den zur Tochterzelle zugewandten SPB (Daum et al., 
2000; Pereira et al., 2000). Der Graph in Abb. 3.32 zeigt die Verteilung von 
symmetrischer und asymmetrischer Lokalisation von Bfa1 in Wildtyp- und ∆far9-
Zellen. Dabei konnte für die Deletion von FAR9 kein genereller Unterschied in der 
Bfa1-Lokalisation zwischen Wildtyp und Mutante festgestellt werden. Es kam zwar 
zu einem geringen Anstieg (10 %) in der symmetrischen Lokalisation von Bfa1, 
die allerdings mit keiner signifikanten Reduktion der asymmetrischen Lokalisation 
von Bfa1 einherging. Auch die Lokalisation von Tem1 ist nach der Duplikation des 
Spindelpolkörpers durch eine asymmetrische Lokalisation an den zur Tochterzelle 
zugewandten SPB charakterisiert (Daum et al., 2000; Pereira et al., 2000). 
Dieses Lokalisationsmuster konnte auch für die FAR9-Deletion festgestellt werden 
(Abb. 3.33).  
 
Die Kinase Mob1, die im Regulationsmechanismus MEN unterhalb von Tem1 und 
Bfa1 angeordnet ist, zeigt erst in der Anaphase eine Assoziation mit beiden 
Spindelpolkörpern mit einer späteren zusätzlichen Lokalisation am Knospungshals 
(Yoshida und Toh-e, 2001). Da Far9 sowohl eine symmetrische Lokalisation am 
SPB als auch eine Lokalisation am Knospungshals aufwies, wurde ein Effekt der 
Lokalisation von Mob1 bei gleichzeitiger Deletion von FAR9 untersucht. Dabei 
konnte kein Unterschied in der Mob1-Lokalisation zwischen der Mutante ∆far9 und 
dem Wildtyp festgestellt werden.  
 
Durch diese Lokalisationsanalyse unter Deletion von FAR9 konnte gezeigt werden, 
dass ein Einfluss von Far9 auf die Lokalisation der MEN-Proteine Bfa1, Tem1 und 
Mob1 unwahrscheinlich ist.  
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Abb. 3.32: Die Deletion von FAR9 zeigt keine Veränderungen in der 
zellzyklusabhängigen Lokalisation der MEN-Proteinen Bfa1, Tem1 und Mob1. 
Wildtyp- und ∆far9-Zellen mit SPC42-eqFP (Marker für den SPB) und a) BFA1-GFP, b) 
TEM1-GFP und c) MOB1-GFP wurden in YPDA bei 30 °C inkubiert und nach G1-Arrest mit 
α-Faktor für 2 h, wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium aufgenommen und weiter 
bei 30 °C inkubiert. Dabei wurden Proben in 15minütigen Abständen für PFA-Fixierung 
entnommen. Die Lokalisation der entsprechenden Proteine wurde am 
Fluoreszenzmikroskop analysiert.  
 
 
3 Ergebnisse                                                                                                 - 107 - 
 
3.4.4 Bedeutung der FHA-Domäne von Far9 für die 
Lokalisation am SPB 
Wie bereits in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, sollten die eingefügten 
Punktmutationen in der FHA-Domäne von Far9 zu einer Verminderung der 
Interaktion von Far9 mit den spezifischen Phospho-Substraten führen (Abb. 3.5). 
Aufgrund der Lokalisation von Far9 am SPB stellt sich die Frage, ob die 
Funktionalität der FHA-Domäne in diesem Zusammenhang auch von Bedeutung 
ist. Dazu wurde die Lokalisation von Far9 mit je einem Aminosäureaustausch, mit 
der Kombination aus zwei Substitotionen sowie mit der Kombination aus drei für 
die FHA-Domänen-Proteine konservierten Aminosäuren analysiert (Abb. 3.3). In 
den Zellen wurde während des G1-Arrests die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 mit 
und ohne Mutationen durchgeführt. Nach der Freisetzung aus dem G1-Block unter 
Gal1-suppressiven Bedingungen wurden die Zellen auf die Lokalisation von Far9, 
sowie von Far9 mit den beschriebenen Punktmutationen am SPB, hin untersucht. 
Dabei konnte für Far9 mit allen verwendeten Punktmutationen ein Verlust der 
Assoziation von Far9 mit dem SPB im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden 
(Abb. 3.33).  
 
Die zellzyklusabhängige Lokalisation von Far9, die vergleichbar mit einigen MEN-
Komponenten ist, konnte nur bei funktionaler FHA-Domäne beobachtet werden. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass FAR9 mit den entsprechenden 
Punktmutationen im gleichen Maße wie Wildtyp-FAR9 exprimiert wurde 
(Abb. 3.33), so dass ein Einfluss der Expression auf die Lokalisation 
ausgeschlossen werden konnte. Auch für die Suppression der synthetisch letalen 
Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 durch 2µm-FAR9 ist die FHA-Domäne essentiell. 
Demnach ist die FHA-Domäne in Far9 sowohl entscheidend für die Funktion von 
Far9 als Promotor des Austritts aus der Mitose, als auch für die 
zellzyklusabhängige Lokalisation von Far9 am SPB und am Knospungshals.  
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Abb. 3.33: Mutationen in der FHA-Domäne von Far9 führt zum Verlust der 
zellzyklusabhängigen Lokalisation am SPB. 
Wildtyp-Zellen mit Gal1-GFP-FAR9 und mit Punktmutationen in der FHA-Domäne von FAR9 
(R = R189A, S = S224A, N = N248A) wurden bei 23 °C in YPARaff inkubiert und für 2 h 
mit α-Faktor in G1 arretiert. Während der letzten 90 min dieser Inkubation wurden 2 % 
Galactose für die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 zugegeben. Anschließend wurden die 
Zellen in α-Faktor-freiem Medium (YPDA) weiter bei 23 °C inkubiert. Die Probennahmen 
für PFA-Fixierung und Proteinfällung erfolgten in 15minütigen Abständen, angefangen mit 
der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Die Lokalisation von Far9 und Far9-FHA-Mutanten 
wurde am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Der eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. 
Die Pfeile zeigen auf GFP-Far9 am SPB. Anhand eines Immunoblots wurde die Expression 
von FAR9 dokumentiert.  
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3.5 Analyse des Einflusses der Far-Komplex-Proteine auf die 
Funktion von Far9 in der Regulation des Austritts aus 
der Mitose 
3.5.1 Genetische Analyse des Far-Komplexes auf eine 
Funktion beim Übergang von der Mitose in die G1-
Phase 
3.5.1.1 Die FHA-Domänen Proteine Far9 und Far10 supprimieren die 
synthetisch letale Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 
Far9 wurde im Komplex mit den Proteinen Far3, Far7, Far8, Far10 und Far11 
beschrieben (hier als Far-Komplex bezeichnet), der parallel zu Far1 eine Rolle in 
der Pheromonantwort hat (Kemp und Sprague, 2003). Da eine Einzeldeletion von 
FAR9 keinen Einfluss auf den Verlauf des Zellzyklus hatte (siehe Abschnitt 
3.3.5.2), wurde die Möglichkeit eines Zusammenspiels einiger oder aller 
Komponenten aus dem Far-Komplex in Bezug auf die Funktion als positive 
Regulatoren des M/G1-Übergangs analysiert. Dazu wurde eine 
Suppressionsanalyse der Mutante ∆lte1 ∆slk19 durch die Proteine des Far-
Komplexes wie zuvor beschrieben durchgeführt. Dabei zeigt die Abb. 3.34 in 
Reihe 4 bis 9 die Suppression der eingesetzten 2µm-Plasmide mit den Genen des 
Far-Komplexes. Eine Suppression konnte nur für FAR9 und FAR10 festgestellt 
werden (Abb. 3.34, Reihe 4 und 8). Beide Proteine weisen eine Sequenzidentität 
von 44 % auf (Homologie 63 %) und haben eine FHA-Domäne (ExPASy, BLASTP). 
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Abb. 3.34: Die FHA-Domänen-Proteine FAR9 und FAR10 supprimieren den 
synthetisch letalen Phänotyp einer Doppeldeletion von LTE1 und SLK19. 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 mit dem URA3-Plasmid pRS316-LTE1 wurde mit 2µm-
Plasmiden der angegebenen Gene transformiert (Reihe 1 und 4-9) sowie mit den CEN-
Plasmiden der Gene LTE1 (Reihe 2) und SLK19 (Reihe 3). Eine 1:10 Verdünnungsreihe 
ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-LEU- und 5-FOA-Agarplatten aufgetragen und 
für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. SC-LEU selektiert nach den eingesetzten 2µm-
Plasmiden, während auf 5-FOA eine Selektion gegen das URA3-Plasmid mit LTE1 
stattfindet. 
 
 
3.5.1.2 Analyse des Einflusses einer zusätzlichen Deletion von FAR10 auf 
die Suppression der Doppelmutante von LTE1 und SLK19 durch 
FAR9, sowie des Einflusses einer zusätzlichen Deletion von FAR9 
auf die Suppression durch FAR10 
Da sowohl FAR9 als auch FAR10 den Phänotyp einer LTE1- und SLK19-
Doppeldeletion supprimieren konnten, wurde der Einfluss einer zusätzlichen 
Deletion von FAR10 auf die Suppression durch FAR9, sowie eine Deletion von 
FAR9 auf die Suppression durch FAR10 analysiert. Die Suppressionsanalyse der 
Dreifachmutante durch FAR9 ist in Abbildung 3.35 a) und für FAR10 in Abbildung 
3.35 b) dargestellt. Die Reihe 8 zeigt dabei die jeweilige Suppression von 
∆lte1 ∆slk19 ∆far10 durch FAR9 in (a), sowie die Suppression von 
∆lte1 ∆slk19 ∆far9 durch FAR10 in (b). Die entsprechenden Kontrollen sind in den 
Reihen 5 bis 7, die Suppression des Ausgangsstammes (∆lte1 ∆slk19) 
einschließlich der verwendeten Kontrollen ist in den Reihen 1 bis 4 dargestellt. 
Beim Vergleich der Suppression von ∆lte1 ∆slk19 durch FAR9 mit der Suppression 
von ∆lte1 ∆slk19 ∆far10 durch FAR9 konnte eine Reduktion der FAR9-
Suppression nach einer zusätzlichen Deletion von FAR10 festgestellt werden. 
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Dagegen findet im umgekehrten Fall keine Reduktion der FAR10-Suppression 
durch eine zusätzliche FAR9-Deletion statt. Obwohl die zusätzliche Deletion von 
FAR10 einen Einfluss auf die Suppression von ∆lte1 ∆slk19 hatte, ging jedoch die 
Suppression nicht vollständig verloren (Vergleich mit Vektorkontrolle). Dies lässt 
auf eine redundante Funktion zumindest von FAR10 in Bezug auf FAR9 als 
Aktivator des Austritts aus der Mitose schließen.  
 
 
Abb. 3.35: Die zusätzliche Deletion von FAR10 in ∆lte1 ∆slk19 beeinflusst die 
Suppression durch FAR9 teilweise. Die zusätzliche Deletion von FAR9 in ∆lte1 
∆slk19 hat keinen Einfluss auf die Suppression durch FAR10. 
Die Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19 pRS316-LTE1 sowie die Dreifachmutanten (a) ∆lte1 
∆slk19 ∆far10 pRS316-LTE1 und (b) ∆lte1 ∆slk19 ∆far9 pRS316-LTE1 wurden mit 2µm-
Plasmiden der angegebenen Gene (Reihe 1, 4 und 8) transformiert sowie mit den CEN-
Plasmiden der Gene LTE1 (Reihe 2 und 6) und SLK19 (Reihe 3 und 7). Eine 1:10 
Verdünnungsreihe ausgehend von 1*107 Zellen wurde auf SC-LEU- und 5-FOA-Agarplatten 
aufgetragen und für zwei Tage bei 30 °C inkubiert. SC-LEU selektiert nach den 
eingesetzten 2µm-Plasmiden, während auf 5-FOA eine Selektion gegen das URA3-Plasmid 
mit LTE1 stattfindet. 
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3.5.2 Identifizierung eines Komplexes aus Far8, Far9 und 
Far10 durch MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser 
desorption ionization-time-of-flight mass 
spectrometry) nach TAP (tandem affinity purification) 
Da neben Far9 auch Far10 einen Einfluss auf die Regulation des Austritts aus der 
Mitose hat, stellte sich die Frage, ob diese Proteine in einem Komplex vorliegen. 
Als Interaktionspartner von Far9 konnten bereits Far3, Far10 und Far11 über 
Two-hybrid-Analyse (Uetz et al., 2000) identifiziert werden. Außerdem ist eine 
Interaktion von Far9 mit Far7 und Far8, sowie von Far10 mit Far8 über einen 
genomweiten Screen von Proteinkomplexen mittels Massenspektrometrie (Ho et 
al., 2002) beschrieben. Um einen Komplex aus den genannten Far-Proteinen zu 
bestätigen bzw. um neue Interaktionspartner zu identifizieren, wurde nach 
Aufreinigung von Far9 und Far10 über tandem affinity purification (TAP) eine 
MALDI-TOF MS-Analyse durchgeführt. Die TAP basiert auf einer zweistufigen 
Aufreinigung eines mit dem TAP-Tag fusionierten Proteins mit seinen 
Bindungspartnern. Der TAP-Tag besteht aus Protein A, welches über eine TEV 
(tabacco etch virus) -Schnittstelle mit einem Calmodulinbindeprotein verbunden 
ist. Das C-terminal an den TAP-Tag fusionierte Zielprotein wurde zuerst über IgG-
Sepharose und nach einem Verdau mit TEV über Calmodulin aufgereinigt. Die 
Proteine des Eluats wurden anschließend mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die 
Banden, die nicht in der Kontrolle (ohne Tag) erschienen, wurden ausgeschnitten 
und nach Trypsinverdau mit MALDI-TOF-MS analysiert. Die identifizierten Peptide 
wurden einer Mascot Fingerprint-Analyse unterzogen. Abbildung 3.36 zeigt das 
Gel der Eluate nach der TAP von Far9 und Far10, sowie von der Kontrolle ohne 
TAP-Tag. In beiden Fällen konnte das mit TAP-Tag fusionierte Protein identifiziert 
werden. Darunter konnten für Far9 als Interaktionspartner Far8 und Far10 sowie 
für Far10, Far8 und Far9 bestimmt werden (Abbildung 3.36, Tabelle 3.4). 
 
Unter anderem wurden mit Hilfe von Mascot verschiedene andere Proteine 
identifiziert, die zum Teil auf eine unspezifische Interaktion oder Verunreinigung 
zurückgeführt wurden; darunter ribosomale Proteine und Keratin. Des Weiteren 
konnten Proteine ermittelt werden, die bislang nicht im Zusammenhang mit der 
Regulation am Ende der Mitose standen. Es konnte in beiden Aufreinigungen der 
Proteinkomplex aus Far8, Far9 und Far10 identifiziert werden, allerdings konnte 
keine Interaktion mit anderen Proteinen des Far-Komplexes nachgewiesen 
werden.  
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Abb. 3.36: Aufreinigung von FAR9 und FAR10 über TAP (tandem affinity 
purification). 
Die Abbildung zeigt das SDS-Gel mit Coomassie-Brillant-Blau gefärbt, nach Aufreinigung 
der Proteinlysate von Zellen ohne Tag, FAR9-TAP sowie FAR10-TAP durch 2 
Reinigungsschritte. Der erste Reinigungsschritt erfolgte durch die Bindung von Protein A an 
IgG-Sepharose. Nach mehreren Waschschritten wurde die Elution mit TEV-Protease über 
Nacht bei 4 °C durchgeführt, gefolgt von einem zweiten Reinigungsschritt über die Bindung 
des Calmodulinbindeproteins an Calmodulin. Es folgte die Elution durch EDTA nach 
mehreren Waschschritten. Das Eluat wurde über SDS-PAGE aufgetrennt. Die Banden, die 
nicht in der Kontrolle ohne Tag erschienen, wurden ausgeschnitten und mit MALDI-TOF-MS 
analysiert. 
 
 
Tab. 3.4: Interaktionspartner von Far9 und Far10. 
 
In der Tabelle sind die Mascot-Ergebnisse für die MALDI-TOF-MS-Analyse nach Far9 (a) 
und Far10 (b) Aufreinigung dargestellt. Dabei gibt der Expectation value eine Auskunft 
über die Signifikanz der gefundenen Treffer, indem er angibt, wie oft durch Zufall der 
gleiche oder ein höherer Score erzielt werden kann (je kleiner, desto signifikanter). Der 
Score ist -10*LOG(P), wobei P die Wahrscheinlichkeit ist, mit der ein beobachteter Wert 
ein zufälliges Ereignis darstellt. Scores größer als 53 sind mit p<0,05 signifikant.  
 
 
3.5.3 Die Abhängigkeit der Lokalisation von Far9 am SPB von 
Far8 oder Far10 
In Abschnitt 3.5.1.1 wurde eine zellzyklusabhängige Lokalisation von Far9 mit 
dem SPB beschrieben. Vergleichbar mit einigen MEN-Komponenten kommt es in 
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der frühen Anaphase, bei einer Spindellänge von 4 bis 6 µm, zu einer Assoziation 
von Far9 mit dem zur Tochterzelle zugewandten SPB. Im weiteren Verlauf der 
Anaphase lokalisiert Far9 symmetrisch an beide Spindelpolkörper mit einem 
Höchstwert bei einer Spindellänge von 8 bis 10 µm. Besonders zum Ende der 
Mitose kommt es zusätzlich zu einer Lokalisation von Far9 am Knospungshals. 
Auch Far8 und Far10 wurden auf eine zellzyklusabhängige Lokalisation hin 
untersucht. Es konnte allerdings keine spezifische Assoziation von Far8 oder 
Far10 mit dem SPB oder dem Knospungshals identifiziert werden (Daten nicht 
gezeigt). Um einen Einfluss von Far8 oder Far10 auf die zellzyklusabhängige 
Lokalisation von Far9 zu analysieren, wurde die Lokalisation von Far9 unter FAR8- 
und FAR10-Deletion untersucht. Dazu wurden Wildtyp-, ∆far8- und ∆far10-Zellen 
mit Gal1-GFP-FAR9 in raffinosehaltigem Medium inkubiert und für 90 min mit 
Galactose die Expression von GFP-FAR9 induziert. Anschließend wurde die 
Lokalisation von GFP-FAR9 am SPB mit dem SPB-Marker Spc42-eqFP analysiert. 
Dabei konnte kein Unterschied in der Far9-Lokalisation – weder in Abwesenheit 
von Far8 noch von Far10 – beobachtet werden (Abb. 3.37 und Abb. 3.38). 
 
Für die Assoziation von Far9 mit dem SPB spielt demnach ein Komplex aus Far8, 
Far9 und Far10 keine Rolle.  
 
 
Abb. 3.37: Eine Deletion von FAR8 führt zu keiner Veränderung in der 
zellzyklusabhängigen Lokalisation von Far9 am SPB. 
Wildtyp- und ∆far8-Zellen mit Gal1-GFP-FAR9 wurden bei 23 °C in YPARaff inkubiert und 
für 90 min durch Zugabe von 2 % Galactose Gal1-GFP-FAR9 induziert. Anschließend 
wurden die Zellen in glucosehaltiges Medium (YPDA) aufgenommen und für 2 h bei 30 °C 
inkubiert. Anschließend erfolgten die Probenahme für PFA-Fixierung. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Spc42-eqFP diente dabei als Marker 
für den SPB. Der eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Die Pfeile zeigen auf GFP-Far9 
am SPB, der Stern markiert die Lokalisation von GFP-Far9 am Knospungshals. 
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Abb. 3.38: Eine Deletion von FAR10 führt zu keiner Veränderung in der 
zellzyklusabhängigen Lokalisation von Far9 am SPB. 
Wildtyp- und ∆far10-Zellen mit Gal1-GFP-FAR9 wurden bei 23 °C in YPARaff inkubiert und 
für 2 h mit α-Faktor in G1 arretiert. Während der letzten 90 min der Inkubation mit α-
Faktor wurden 2 % Galactose für die Induktion von Gal1-GFP-FAR9 zugegeben. 
Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium mit Glucose (YPDA) 
aufgenommen und weiter bei 23 °C inkubiert. Probennahmen für PFA-Fixierung erfolgten 
in 15minütigen Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am 
Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Spc42-eqFP diente dabei als Marker 
für den SPB. Der eingezeichnete Maßstab entspricht 5 µm. Die Pfeile zeigen auf GFP-Far9 
am SPB, der Stern markiert die Lokalisation von GFP-Far9 am Knospungshals. 
 
 
3.5.4 Zellzyklusanalyse der Einzel-, Doppel- und 
Dreifachdeletionen von FAR8, FAR9 und FAR10 
Wie in Abschnitt 3.4.5.2 bereits dargestellt, zeigte die Zellzyklusanalyse von 
∆far9 keinen Defekt, sowohl in der Dauer der Anaphase als auch in der 
Akkumulation der Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1. Die Suppressionsanalyse sowie 
die Aufreinigung von Far9 zusammen mit Far8 und Far10 deuteten auf eine 
Funktion eines Komplexes aus Far8, Far9 und Far10 in der Regulation am Ende 
der Mitose hin. Daher werden im Folgenden die Auswirkungen der Einzel-, 
Doppel- und Dreifachdeletionen von FAR8, FAR9 und FAR10 beschrieben. 
 
3.5.4.1 Die Einzeldeletionen von FAR8, FAR9 und FAR10 zeigen keine 
signifikanten Veränderungen im Zellzyklusverlauf 
Um den Verlauf des Zellzyklus und im Besonderen die Anaphase in den Mutanten 
zu untersuchen, wurde nach G1-Arrest der zeitliche Ablauf der Anaphase (Zellen 
mit getrennter DNA) sowie die Freisetzung von Cdc14 (Cdc14-GFP) quantifiziert. 
Als weitere Marker für verschiedene Phasen des Zellzyklus wurde die Expression 
und Degradation von Clb2 und Sic1 mittels Immunoblot dokumentiert. Zur 
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Analyse der Einzelmutanten wurden Wildtyp-, ∆far8-, ∆far9- und ∆far10-Zellen 
mit Cdc14-GFP nach Freisetzung aus dem G1-Arrest auf die oben beschriebenen 
Faktoren hin untersucht. In Abbildung 3.39 sind zum einen der zeitliche Verlauf 
der Anaphase und zum anderen die Freisetzung von Cdc14 graphisch dargestellt. 
Dabei konnte kein Unterschied, weder in der Dauer der Anaphase noch in der 
Freisetzung von Cdc14, beobachtet werden. Auch die Expression und Degradation 
der Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1 sind in den Mutanten vergleichbar mit 
Wildtyp-Zellen (Abb. 3.39). 
 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Einzelmutanten ∆far8, ∆far9 und 
∆far10 keinen Defekt im Zellzyklusverlauf im Vergleich zu Wildtyp-Zellen zeigten. 
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Abb. 3.39: Die Einzeldeletion von FAR8, FAR9 sowie FAR10 zeigen keine 
signifikante Veränderung im Zellzyklusverlauf sowie im Auf- und Abbau der 
Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1. 
Wildtyp-Zellen (blau) sowie die Mutanten ∆far8 (lila), ∆far9 (grün) und ∆far10 (rot) mit 
CDC14-GFP wurden bei 30 °C in YPDA inkubiert. Durch Zugabe von α-Faktor für 2 h 
wurden die Zellen in G1 arretiert. Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem 
Medium aufgenommen und weiter bei 30 °C inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden in 
10minütigen Abständen Proben für PFA-Fixierung und TCA-Fällung entnommen. Die 
Cdc14-Freisetzung (Cdc14-GFP) sowie der Verlauf des Zellzyklus (DAPI-Färbung) wurden 
am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Der Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Clb2 und 
Sic1 wurde durch Immunoblot dokumentiert. Dabei diente Tubulin als Ladekontrolle. 
 
 
3.5.4.2 Analyse der Doppelmutanten ∆far9 ∆far10 und ∆far8 ∆far9 in 
Bezug auf den Zellzyklusverlauf und die MEN-Aktivierung 
Da die Einzelmutanten keinen Defekt im Verlauf der Anaphase zeigten, wurden im 
Folgenden die Doppelmutanten ∆far8 ∆far9 und ∆far9 ∆far10 nach dem gleichen 
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Prinzip wie die Einzelmutanten analysiert. Sowohl die Doppelmutante ∆far8 ∆far9 
als auch ∆far9 ∆far10 begannen wie Wildtyp-Zellen die Anaphase 60 Minuten 
nach der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Dies lässt sich anhand der Zellen mit 
zwei getrennten DAPI-Signalen sowie an einer vergleichbaren Degradation von 
Sic1 feststellen (40 Minuten nach Freisetzung aus dem Arrest). Außerdem ist der 
Beginn der Expression von Clb2 40 Minuten nach der Freisetzung aus dem G1-
Block in den Mutanten vergleichbar mit Wildtyp-Zellen (Abb. 3.40). Erst im 
Verlauf der Anaphase kam es in den Mutanten zu einer Verzögerung. Der Wildtyp 
zeigte einen Höchstwert von Zellen in der Anaphase bei 80 Minuten nach 
Freisetzung aus dem G1-Arrest, während die Mutanten diesen erst nach 
90 Minuten aufwiesen. Diese Beobachtung konnte auch mit der Freisetzung von 
Cdc14 bestätigt werden und spiegelte sich des Weiteren in der verzögerten Clb2-
Degradation am Ende der Mitose in den Doppelmutanten wieder.  
 
Abschließend konnte mit Hilfe der Analyse des zeitlichen Ablaufs von Zellen in der 
Anaphase, sowie der Cdc14-Freisetzung und des Weiteren durch die Expression 
von CLB2 eine verlängerte Anaphase in den Doppelmutanten ∆far8 ∆far9 und 
∆far9 ∆far10 festgestellt werden.  
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Abb. 3.40: Die Doppeldeletion von FAR9 und FAR10 sowie von FAR8 und FAR9 
führt zu einer verlängerten Anaphase. 
Wildtyp-Zellen (blau) sowie die Doppelmutanten ∆far8 ∆far9 (lila) und ∆far9 ∆far10 (rot) 
mit CDC14-GFP wurden bei 30 °C in YPDA inkubiert und für 2 h mit α-Faktor in G1 
arretiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit YPDA gewaschen und in YPDA weiter 
inkubiert. Probennahmen für PFA-Fixierung und TCA-Fällung erfolgten in 10minütigen 
Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop 
wurden die Proben analysiert. Die Cdc14-Freisetzung (Cdc14-GFP) sowie der Verlauf des 
Zellzyklus (DAPI-Färbung) wurden am Fluoreszenzmikroskop untersucht.  Der Auf- und 
Abbau der Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 wurde mit Immunoblot dokumentiert. Tubulin 
diente dabei als Ladekontrolle. 
 
 
In einem genetischen Screen wurde die Doppelmutante von ∆lte1 ∆far9 als 
synthetisch letal beschreiben (Ye et al., 2005). Diese genetische Interaktion 
konnte allerdings in dieser Arbeit (Abschnitt 3.3.2) nicht bestätig werden. Um 
einen Effekt einer Doppeldeletion von ∆lte1 ∆far9 zu untersuchen, wurde eine 
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Zellzyklusanalyse nach Freisetzung aus dem G1-Arrest wie oben beschrieben 
durchgeführt (Abb. 3.41 a). Aufgrund der Identifizierung von Far10 als positiven 
Regulator beim M/G1-Übergang und des Zellzyklusdefekts der Doppelmutante 
∆far9 ∆far10 wurde auch die Dreifachmutante ∆lte1 ∆far9 ∆far10 analysiert 
(Abb. 3.41 b). Wildtyp- und ∆lte1-Zellen zeigten 80 Minuten nach Freisetzung aus 
dem G1-Block einen Höchstwert von Anaphase-Zellen. Die Mutanten hingegen 
zeigten einen Höchstwert von Zellen in der Anaphase erst nach 90 Minuten. Auch 
hier kam es wiederum zu einer längeren Expression von CLB2. Besonders im Fall 
der Dreifachmutante konnte keine dem Wildtyp oder der Einzeldeletion von LTE1 
vergleichbare Clb2-Degradation beobachtet werden. 
 
Bei der Zellzyklusanalyse der Doppelmutanten ∆lte1 ∆far9 und ∆lte1 ∆far10 
sowie der Dreifachmutante ∆lte1 ∆far9 ∆far10 konnte ein Effekt auf die Dauer der 
Anaphase beobachtet werden. Die Zellen waren zwar lebensfähig, zeigten aber im 
Vergleich zu Wildtyp und einer Einzeldeletion von LTE1 eine Verlängerung der 
Anaphase mit einem Defekt in der Clb2-Degradation.  
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Abb. 3.41: Die Doppelmutanten ∆lte1 ∆far9 und ∆lte1 ∆far10 sowie die 
Dreifachmutante von ∆lte1 ∆far9 ∆far10 zeigen eine verlängerte Anaphase. 
Wildtyp-Zellen sowie die Mutanten ∆lte1 ∆far9, ∆lte1 ∆far10 (a), sowie Wildtyp-Zellen, 
∆lte1 und ∆far9 ∆far10 ∆lte1 (b) mit CDC14-GFP wurden bei 30 °C in YPDA inkubiert. 
Durch Zugabe von α-Faktor für 2 h wurden die Zellen in G1 arretiert. Anschließend wurde 
die Zellen in α-Faktor-freiem Medium aufgenommen und weiter bei 30 °C inkubiert. Ab 
diesem Zeitpunkt wurden Proben in 10minütigen Abständen für PFA-Fixierung und TCA-
Fällung entnommen. Die Cdc14-Freisetzung (Cdc14-GFP) sowie der Verlauf des Zellzyklus 
(DAPI-Färbung) wurden am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Der Auf- und Abbau der 
Zellzyklus Marker Clb2 und Sic1 wurde durch Immunoblot dokumentiert. Dabei diente 
Tubulin als Ladekontrolle. 
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3.5.4.3 Analyse der Dreifachdeletion in Bezug auf den Zellzyklusverlauf 
und die MEN-Aktivierung 
3.5.4.3.1 Zellzyklusanalyse der Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 nach 
G1-Arrest 
Da ein Komplex aus den Proteinen Far8, Far9 und Far10 identifiziert werden 
konnte, wurde neben den Einzel- und Doppelmutanten auch die Dreifachmutante 
∆far8 ∆far9 ∆far10 auf eine verlängerte Anaphase, wie oben beschrieben, nach 
Freisetzung aus dem G1-Arrest analysiert (Abb. 3.42). Auch bei der 
Dreifachmutante kam es zu einer Verschiebung des Höchstwerts der Anaphase-
Zellen von 80 Minuten für Wildtyp-Zellen hin zu 90 Minuten, bei gleichem Beginn 
der Anaphase. Wiederum ließ sich die Verzögerung in der Anaphase mit einem 
Defekt in der Clb2-Degradation bestätigen. Bei der Dreifachdeletion kam es 
zusätzlich zu einem verspäteten Wiedereintritt in die G1-Phase, gekennzeichnet 
durch eine verzögerte SIC1-Expression nach.  
 
Auch die Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 zeigte eine verlängerte Anaphase. 
Beim Vergleich der Zellen in der Anaphase sowie der Clb2- und Sic1-
Akkumulation zwischen Dreifach- und Doppelmutanten konnte eine Verstärkung 
des Defekts in der Anaphase von der Doppel- zur Dreifachmutante hin beobachtet 
werden.  
 
 
Abb. 3.42: Die Dreifachdeletion von FAR8, FAR9 und FAR10 führt zu einer 
verlängerten Anaphase. 
Wildtyp-Zellen (blau) sowie die Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 (rot) mit CDC14-GFP 
wurden bei 30 °C in YPDA inkubiert und für 2 h mit α-Faktor in G1 arretiert. Anschließend 
wurden die Zellen in α-Faktor-freiem Medium weiter bei 30 °C inkubiert. Probennahmen 
für PFA-Fixierung und TCA-Fällung erfolgten in 10minütigen Abständen, angefangen mit 
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der Freisetzung aus dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben 
analysiert. Die Cdc14-Freisetzung (Cdc14-GFP) sowie der Verlauf des Zellzyklus (DAPI-
Färbung) wurden am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Der Auf- und Abbau der 
Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 wurde mit Immunoblot dokumentiert. Tubulin diente dabei 
als Ladekontrolle. 
 
 
3.5.4.3.2 Zellzyklusanalyse der Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 nach 
Metaphase-Arrest 
Eine Deletion der Proteine des Far-Komplexes bestehend aus Far3, Far7, Far8, 
Far9, Far10 und Far11 führt zu einer Freisetzung aus dem α-Faktor-Arrest nach 
elf Stunden (Kemp und Sprague, 2003). Für die bisherigen Zellzyklusanalysen 
dieser Arbeit wurde für den Arrest der Zellen in der G1-Phase α-Faktor 
verwendet. Um eine mögliche Korrelation zwischen dem beobachteten 
Zellzyklusdefekt der Mutanten nach einem α-Faktor-Arrest auszuschließen, wurde 
eine Analyse des Verlaufs der Anaphase nach einem Metaphase-Arrest 
durchgeführt. 
 
Dabei wurde der Metaphase-Arrest durch Depletion von Cdc20 erzielt. In 
Abwesenheit von Cdc20 kommt es zum Arrest der Zellen in der Metaphase, da 
Cdc20 als Untereinheit des APC/C verantwortlich für die Degradation des 
Separase-Inhibitors Securin (Pds1) ist. Somit kommt es ohne Cdc20 nicht zur 
Spaltung des Cohesin-Komplexes, was die Schwesterchromatiden zusammenhält 
(Zhou et al., 2002; Uhlmann, 2004). Dazu wurde CDC20 über den Gal1-Promotor 
exprimiert. Nach Wachstum der Gal1-CDC20-Zellen mit und ohne 
Dreifachdeletion von FAR8, FAR9 und FAR10 in Raffinose arretierten die Zellen in 
der Metaphase. Nach Zugabe von Galactose fuhren die Zellen mit dem Zellzyklus 
fort. Dabei wurden wie oben beschrieben die Anzahl der Zellen in der Anaphase, 
die Cdc14-Freisetzung sowie die Expression und Degradation der 
Zellzyklusmarker Clb2 und Sic1 dokumentiert. Die Dreifachmutante zeigte auch 
nach Freisetzung aus dem Metaphase-Arrest eine Verschiebung des Höchstwerts 
von Zellen in der Anaphase um 10 Minuten. Auch die Degradation von Clb2 ist 
verzögert (Abb. 3.43).  
 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Freisetzung aus dem 
Metaphase-Arrest zu einer verlängerten Anaphase, vergleichbar zur Freisetzung 
aus dem G1-Arrest, führte. Damit konnte ein Zusammenhang des beobachteten 
Anaphasedefekts mit der α-Faktor-Zugabe ausgeschlossen werden. 
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Abb. 3.43: Die Dreifachdeletion von FAR8, FAR9 und FAR10 führt zu einer 
verlängerten Anaphase nach Metaphase-Arrest. 
Wildtyp-Zellen (blau) sowie die Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 (rot) mit CDC14-GFP 
und Gal1-CDC20 wurden bei 30 °C in YPARaffGal bis OD600=0,4 inkubiert und anschließend 
für 3 h in YPARaff in der Metaphase arretiert. Anschließend wurden die Zellen in 
YPARaffGal-Medium aufgenommen und weiter bei 30 °C inkubiert. Probennahmen für PFA-
Fixierung, Ethanolfixierung und TCA-Fällung erfolgten in 10minütigen Abständen, 
angefangen mit der Freisetzung aus dem Metaphase-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop 
wurden die Proben analysiert. Die Cdc14-Freisetzung (Cdc14-GFP) sowie der Verlauf des 
Zellzyklus (DAPI-Färbung) wurden am Fluoreszenzmikroskop untersucht.  Der Auf- und 
Abbau der Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 wurde mittels Immunoblot dokumentiert. 
Tubulin diente dabei als Ladekontrolle. 
 
 
3.5.4.4 Aufhebung des Anaphase Defekts in der Dreifachmutante ∆far8 
∆far9 ∆far10 durch eine zusätzliche Deletion von BFA1 
Far9 konnte als Promotor des Übergangs von der Mitose in die G1-Phase 
identifiziert werden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass Inhibitoren dieses 
Übergangs Zielproteine für Far9 darstellen, wozu auch der GAP-Komplex aus 
Bfa1-Bub2 gehört, der zur Inaktivierung der GTPase-Aktivität von Tem1 führt 
(Lee et al., 2001). In diesem Zusammenhang konnten synthetische Effekte 
zwischen MEN-Promotoren und -Inhibitoren beschrieben werden. Die synthetisch 
letale Doppelmutante der zwei MEN-Promotoren LTE1 und STE20 kann z. B. durch 
eine zusätzliche Deletion von BFA1 supprimiert werden (Höfken und Schiebel, 
2002). Es stellte sich daher die Frage, ob das Fehlen der GAP-Aktivität in der 
Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 zur Wiederherstellung der Wildtypsituation in 
Bezug auf die Dauer der Anaphase führt. Um dies zu analysieren, wurde in der 
Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 zusätzlich BFA1 deletiert. Es wurde der 
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Zellzyklusverlauf dieser Vierfachmutante mit Wildtyp, der Dreifachmutante und 
mit einer Einzeldeletion von BFA1 nach Freisetzung aus dem G1-Arrest 
verglichen. Durch die Dokumentation der Zellen mit segregierter DNA (DAPI-
Färbung), konnte 60 Minuten nach Freisetzung aus dem G1-Block bei allen 
Stämmen ein Beginn der Anaphase beobachtet werden. Wildtyp- und ∆bfa1-
Zellen zeigten 80 Minuten nach Freisetzung aus dem G1-Arrest einen Höchstwert 
von Anaphase-Zellen, während die Dreifachmutante, wie schon zuvor, den 
Höchstwert von Zellen in der Anaphase erst nach 90 Minuten aufwies. Es kam 
dabei auch zu dem bereits beschriebenen Defekt in der Clb2-Degradation am 
Ende der Mitose (Abb. 3.44). Bei der Dreifachmutante mit einer zusätzlichen 
Deletion von BFA1 kam es hingegen zu einem Zellzyklusverlauf, der dem von 
Wildtyp-Zellen entsprach. Dies konnte an dem Höchstwert der Zellen in der 
Anaphase, als auch an der Clb2-Degradation festgestellt werden (Abb. 3.44). 
 
Die zusätzliche Deletion von BFA1 in der Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 
führte zur Wiederherstellung der Wildtypsituation bezogen auf den Verlauf der 
Anaphase. Dies deutet auf eine Funktion des Komplexes aus Far8, Far9 und Far10 
in Bezug auf die positive Regulation des MEN über Bfa1, eventuell als Inhibitor 
des Bfa1-Bub2- Komplexes, hin. 
 
 
Abb. 3.44: Die Verlängerung der Anaphase in der Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 
∆far10 kann durch eine zusätzliche Deletion von BFA1 aufgehoben werden. 
3 Ergebnisse                                                                                                 - 126 - 
 
Wildtyp-Zellen (blau) sowie die Mutanten ∆bfa1 (lila), ∆far8 ∆far9 ∆far10 (rot) und 
∆far8 ∆far9 ∆far10 ∆bfa1 (grün) mit CDC14-GFP wurden bei 30 °C in YPDA inkubiert und 
für 2 h mit α-Faktor in G1 arretiert. Anschließend wurden die Zellen in α-Faktor-freiem 
Medium aufgenommen und weiter bei 30 °C inkubiert. Probennahmen für PFA-Fixierung 
und TCA-Fällung erfolgten in 10minütigen Abständen, angefangen mit der Freisetzung aus 
dem G1-Arrest. Am Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben analysiert. Die Cdc14-
Freisetzung (Cdc14-GFP) sowie der Verlauf des Zellzyklus (DAPI-Färbung) wurden am 
Fluoreszenzmikroskop untersucht.  Auf- und Abbau der Zellzyklusmarker Sic1 und Clb2 
wurde mit Immunoblot dokumentiert. Tubulin diente dabei als Ladekontrolle. 
 
 
3.5.4.5 Analyse des Zellzyklusverlaufs der Einzel-, Doppel- und 
Dreifachmutanten durch Dokumentation der Spindelelongation in 
lebenden Zellen 
Zur Bestätigung des Ergebnisses der Zellzyklusanalysen von der Dreifachmutante 
∆far8 ∆far9 ∆far10 und für eine genauere Festlegung des Anaphasedefekts wurde 
die Spindelelongation (Tubulin-GFP) als Marker für den Verlauf der Anaphase 
verwendet. Dazu wurden lebende Zellen ohne Deletion, mit Einzel-, Doppel- und 
Dreifachdeletion sowie mit Dreifachdeletion und einer zusätzlichen Deletion von 
BFA1 untersucht. Vor dem Beginn der Anaphase schwankt die Spindellänge für 
einige Minuten zwischen 1,5 und 2 µm. Mit Beginn der Anaphase kommt es zuerst 
zu einer schnellen Phase der Spindelelongation (Elongationsphase 1) mit einer 
Geschwindigkeit von 0,54 µm/min bis zu einer Spindellänge von 5 bis 6 µm. An 
diesem Punkt geht die Spindelelongation in eine langsamere Phase 
(Elongationsphase 2) mit einer Geschwindigkeit von 0,2 µm/min über. Dabei kann 
die Spindel eine Länge von 10 bis 11 µm erreichen, bevor es zum Kollabieren der 
Spindel am Ende der Mitose kommt (Straight et al., 1997). Beide Phasen konnten 
sowohl im Wildtyp als auch in den analysierten Mutanten beobachtet werden. 
Dabei konnte der gleiche zeitliche Verlauf der Elongationsphase 1 im Wildtyp und 
in den Mutanten festgestellt werden (Abb. 3.45 a und b). Im Gegensatz dazu 
verläuft die Elongationsphase 2 bei der Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 
länger als bei Wildtyp-Zellen. Es konnte dabei ein Unterschied von 3 Minuten 
zwischen dem Wildtyp und der Mutante festgestellt werden (n=10, p<0,01). 
Genau wie bei den Zellzyklusanalysen konnte bei der Untersuchung von lebenden 
Zellen der Dreifachmutante nach zusätzlicher Deletion von BFA1 der gleiche 
Zellzyklusverlauf wie bei Wildtyp-Zellen beobachtet werden (Abb. 3.45 a). 
Hingegen zeigten die Einzel- und Doppeldeletionen keinen Unterschied in der 
Dauer der Spindelelongation im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Abb. 3.45 b).  
 
Zusammenfassend konnte diese Analyse den bereits beschriebenen Anaphase-
Defekt in der Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 bestätigen. Des Weiteren 
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konnte der Defekt auf die späte Anaphase spezifiziert werden. Darüber hinaus 
konnte auch der Effekt einer Wiederherstellung der Wildtypsituation durch 
zusätzliche BFA1-Deletion in der Dreifachmutante beobachtet werden.  
 
 
Abb. 3.45: Die Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 zeigt einen Anaphasedefekt, 
der durch zusätzliche Deletion von BFA1 aufgehoben werden kann. 
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Wildtyp-Zellen (n=10), Einzelmutanten in ∆far8 (n=10), ∆far9 (n=10), ∆far10 (n=6) sowie 
∆bfa1 als Kontrolle (n=10), die Doppelmutanten ∆far8 ∆far9 (n=10) und ∆far9 ∆far10 
(n=10) (b) sowie die Dreifachmutante ∆far8 ∆far9 ∆far10 (n=10) und außerdem die 
Dreifachmutante mit einer zusätzlichen Deletion in BFA1 (n=10) (a) wurden auf eine 
verlängerte Anaphase hin untersucht. Dazu wurde der Verlauf der Spindelelongation durch 
GFP fusioniertes Tubulin in Einzelzellen beobachtet. Die Zellen wurden bei 30 °C in SC-
Complete bis OD600=0,4 inkubiert und für 30 min auf Concanavalin A inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen zweimal mit SC-Complete gewaschen und für weitere 
30 min am Fluoreszenzmikroskop inkubiert. Es folgten Bildaufnahmen von Tubulin-GFP am 
Fluoreszenzmikroskop in 30sekündigen Abständen. Der Verlauf der Anaphase wurde 
anhand der Länge (dreidimensionale Messung) von Tubulin dokumentiert. Die verlängerte 
Anaphase in der Dreifachmutante ist mit p=0,01 signifikant. Das Kollabieren der 
mitotischen Spindel in a) ist mit einem Pfeil markiert. 
 
 
3.6 In vitro Interaktion von phosphorylierten MEN- und SPB-
Komponenten mit Far9 
3.6.1 Far9 zeigt eine Interaktion mit phosphoryliertem Bfa1, 
Bub2 und Spc72 
Die Lokalisation von Far9 am SPB war unter anderem abhängig von Spc72 
(Abschnitt 3.5.2.1). Auch der GAP-Komplex aus Bfa1-Bub2 hatte einen Einfluss 
auf die Lokalisation von Far9 (Abschnitt 3.5.2.2). Im Folgenden wurde die 
Interaktion von Spc72, Bfa1, Bub2 und Tem1 mit aus E. coli aufgereinigtem GST-
Far9, sowie Far9 mit Punktmutationen in der FHA-Domäne (Far9RSN, siehe 
Abschnitt 3.1.2.1) in vitro untersucht. Dazu wurden Lysate von Zellen mit Bfa1-
3HA, Bub2-6HA, Spc72-6HA sowie Tem1-6HA mit GST-Far9 und GST-Far9RSN 
inkubiert und aufgereinigt. Dabei konnte nur eine Interaktion zwischen GST-Far9 
und Bub2-3HA festgestellt werden (Abb. 3.48 a, Spalte 5 CDC15-Zellen). Da zum 
einen die FHA-Domäne und zum anderen die von Cdc5 abhängige Lokalisation 
von Far9 mit dem SPB auf die Bindung von Far9 an phosphorylierte Proteine 
hindeutet, wurde GST-Far9 und GST-Far9RSN des Weiteren mit Zelllysaten aus 
S. cerevisiae inkubiert, die zuvor in der späten Anaphase arretiert wurden (cdc15-
1-Zellen, (Schweitzer und Philippsen, 1991)). In der Anaphase liegen Bfa1, Bub2 
und Spc72 im phosphorylierten Zustand vor (Gruneberg et al., 2000; Hu und 
Elledge, 2002). Bei einer Inkubation von rekombinantem Far9 mit in der 
Anaphase arretierten Lysaten konnte beim Vergleich mit dem Input (Abb. 3.46 a, 
Spalte 3) eine Interaktion von Far9 mit Bfa1, Bub2 und Spc72 festgestellt werden 
(Abb. 3.46 a, Spalte 5). GST alleine und GST-Far9RSN zeigten keine Interaktion 
mit den eingesetzten Proteinen (Spalte 4 und 6 der Abb. 3.46 a). Um eine 
Interaktion von Far9 mit nichtphosphorylierten MEN- und SPB-Komponenten zu 
analysieren, wurde GST-Far9 sowie GST-Far9RSN mit dem Zelllysat inkubiert, das 
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aus cdc5-10-Zellen nach Inkubation unter der restriktiven Temperatur gewonnen 
wurde. Dabei kam es zu keiner Cdc5-abhängigen Phosphorylierung von Bfa1, 
Bub2 und Spc72 (Hu et al., 2001; Hu und Elledge, 2002). In dieser Analyse 
konnte keine Interaktion von Far9 mit Bfa1, Bub2 und Spc72 nachgewiesen 
werden (Abb. 3.46 b, Spalte 5).  
 
Zusammengefasst konnte mit dieser in vitro Analyse eine Interaktion von Far9 
mit phosphoryliertem Bfa1, Bub2 und Spc72 nachgewiesen werden. Die 
Punktmutationen in der FHA-Domäne (Far9RSN) hebt diese Interaktion auf. 
 
 
Abb. 3.46: Far9 interagiert in vitro mit phosphoryliertem Bub2, Bfa1 und Spc72. 
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GST, GST-Far9 und GST-Far9RSN (RSN = Punktmutationen in der FHA-Domäne; Arginin 
189, Serin 224 und Asparagin 248 zu Alanin) wurden in E. coli BL21 exprimiert und mit 
Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Die aufgereinigten Proteine wurden mit Zelllysaten aus 
S. cerevisiae für 60 min bei 4 °C inkubiert. In den Zelllysaten aus S. cerevisiae waren 
Bfa1, Bub2, Spc72 oder Tem1 mit HA fusioniert. Vor der Zell-Lyse wurden cdc15-1-Zellen 
(a) sowie cdc5-10 Zellen (b) 3 h bei 37 °C inkubiert (Arrest in Anaphase). Die Ko-
Immunpräzipitation der entsprechenden Proteine wurde im Immunoblot mit HA-
Antikörpern analysiert. Der Input bei a) entspricht beim oberen Immunoblot Lysaten aus 
Log-Zellen und beim jeweils unteren Immunoblot Lysaten nach Anaphase-Arrest von 
cdc15-1-Zellen. Der Input bei b) entspricht Lysaten aus cdc5-10-Zellen, nach 
Zellzyklusarrest. Mit einem Stern sind die jeweiligen phosphorylierten Varianten markiert.  
 
 
3.6.2 Far9 interagiert mit Bfa1 in vitro nach 
Phosphorylierung von Bfa1 mit Cdc5 
Die Phosphorylierung von Bfa1 in der Anaphase durch Cdc5 führt zur 
Inaktivierung von Bfa1 (Hu et al., 2001). Falls Bfa1 ein mögliches Zielprotein für 
Far9 als Regulator des Übergangs von der Mitose in die G1-Phase ist, stellt sich 
die Frage, ob die Phosphorylierung von Bfa1 durch Cdc5 zur Bindung von Far9 
führt. Um eine direkte Korrelation der in vitro Bindung zwischen Bfa1 und Far9 
mit der Phosphorylierung von Bfa1 durch Cdc5 nachzuweisen, wurde MBP-Bfa1 in 
E. coli exprimiert und nach Aufreinigung mit Cdc5 sowie mit Cdc5-KD (KD = 
kinase dead, (Geymonat et al., 2003), die aus S. cerevisiae nach Überexpression 
aufgereinigt wurden, inkubiert. Anschließend wurde die Interaktion zum einen mit 
Prot A-Far9 und zum anderen mit Prot A-Far9RSN analysiert. Abbildung 3.47 zeigt 
den Immunoblot mit anti-MBP Antikörper, in dem neben MBP-BFA1 auch die 
Interaktion mit Prot A-Far9 und Prot A-Far9RSN nachgewiesen werden konnte, da 
das IgG des sekundären Antikörpers mit Prot A interagiert. Beim Vergleich mit 
dem Input (Spalte 1 und 2) konnte eine Interaktion von Prot A-Far9 mit durch 
Cdc5 phosphoryliertem Bfa1 festgestellt werden (Abb. 3.47, Spalte 3).  
 
Rekombinantes Far9, aber nicht Far9RSN interagierte mit Bfa1 in vitro nach 
Phosphorylierung von Bfa1 durch Cdc5. 
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Abb. 3.47: Far9 interagiert mit Bfa1 nach Phosphorylierung durch Cdc5 (in vitro). 
MBP-Bfa1 wurde in E. coli BL21 exprimiert, über Amylose aufgereinigt und mit Maltose 
eluiert. Cdc5 und Cdc5-KD wurden in S. cerevisiae exprimiert, über Glutathion-Sepharose  
aufgereinigt und mit Gluthation eluiert. Es wurden je 3 µg MBP-Bfa1 mit 300 ng Cdc5 und 
als Kontrolle mit 300 ng Cdc5-KD inkubiert. Anschließend wurde MBP-Bfa1 erneut an 
Amylose gebunden. Prot A-Far9 und Prot A-Far9RSN (RSN = Punktmutationen in der FHA-
Domäne; Arginin 189, Serin 224 und Asparagin 248 zu Alanin) wurden in E. coli BL21 
exprimiert. Das gewonnene Lysat wurde mit durch Cdc5 phosphoryliertem und nicht 
phosphoryliertem Bfa1 bei 4 °C inkubiert. Nach vier Waschschritten wurde die Interaktion 
der entsprechenden Proteine im Immunoblot mit MBP-Antikörpern analysiert. (Die 
Behandlung der Membran mit dem primären Antikörper anti-MBP und dem sekundären 
Antikörper anti-Maus-HRP ermöglichte auch die Detektion von Prot A-Far9 (und Prot A-
Far9RSN) da der sekundäre Antikörper an Prot A bindet). Spalten 1 und  2 zeigen den Input 
von Prot A-Far9 und Prot A-FAR9RSN, Spalte 7 zeigt den Input von MBP-Bfa1. In Spalten 3 
und 4 ist die Interaktion von Far9 mit phosphoryliertem und nichtphosphoryliertem Bfa1 
dargestellt, gefolgt von der Interaktion von ProtA-Far9RSN mit phosphoryliertem und 
nichtphosphoryliertem Bfa1 in Spalten 5 und 6. 
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4 Diskussion 
Ziel der Arbeit war die Charakterisierung des Proteins Far9 in Bezug auf die 
Regulation des Übergangs von der Mitose in die G1-Phase in S. cerevisiae. Far9 
wurde in einem genetischen Screen als positiver Regulator des Austritts aus der 
Mitose identifiziert und konnte in dieser Arbeit als Aktivator des MEN spezifiziert 
werden. Als biochemische Funktionalität weist Far9 eine FHA-Domäne auf, bei der 
es sich um eine Bindedomäne handelt, die mit Phosphoproteinen interagiert. Far9 
wurde bisher zusammen mit den Proteinen Far3, Far7, Far8, Far10 und Far11 in 
einem Komplex beschrieben, der parallel zu Far1 in der Pheromonantwort eine 
Rolle spielt. Außerdem wurde Far9 in einem Screen nach Proteinen, die am 
vakuolären Transport beteiligt sind, identifiziert und wurde dabei als VPS64 
annotiert. In diesem Zusammenhang fand allerdings keine weitere 
Charakterisierung von Far9 statt. Darüber hinaus wurde bisher keine Funktion 
von Far9 als Regulator in der Mitose beschrieben. 
 
4.1 FHA-Domänen-Proteine im Zellzyklus 
Bei der FHA-Domäne (forkhead-associated domain) handelt es sich um ein 
Phosphopeptid-Bindemodul (Durocher et al., 2000; Li et al., 2000), welches 
bisher in über 200 Proteinen von Prokaryoten bis hin zu höheren Eukaryoten 
identifiziert wurde (Durocher und Jackson, 2002). Funktionell spielen FHA-
Domänen-Proteine bei der Regulation des Reparaturmechanismus nach DNA-
Schädigung (DNA damage checkpoint), bei der Proteindegradation, als 
Transkriptionsfaktoren sowie als Zellzyklusregulatoren eine Rolle (Durocher et al., 
2000; Huang und Elledge, 2000; Li et al., 2000). Eine Funktion bei der Regulation 
des Zellzyklus konnte bisher einer Klasse von FHA-Domänen-Proteinen 
zugeschrieben werden, die neben der FHA-Domäne auch eine Ringfinger-Domäne 
aufweisen. Ringfinger-Domänen kommen unter anderem auch bei den E3-
Ubiquitin-Ligasen SCF und APC/C vor. Diese aus verschiedenen Untereinheiten 
aufgebauten Proteinkomplexe sind wichtige Zellzyklusregulatoren, die zur 
proteolytischen Degradation spezifischer Zielproteine führen. Bei SCF und APC/C 
sind die Untereinheiten Hrt1 (Roc1/Rbx1 in humanen Zellen) und Apc11, die eine 
RING-H2-Domäne aufweisen, entscheidend für deren Ligase-Aktivität (Seol et al., 
1999; Gmachl et al., 2000; Jackson et al., 2000; Leverson et al., 2000). Zu den 
Ringfinger-Proteinen mit FHA-Domäne zählt auch das humane Protein Chfr, das 
Homologe Protein zu Chfr in S. pombe (Dma1) sowie die entsprechend 
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homologen Proteine Dma1 und Dma2 in S. cerevisiae (Scolnick und Halazonetis, 
2000; Guertin et al., 2002; Fraschini et al., 2004). Trotz der Homologie zeigen 
diese Proteine funktionelle Unterschiede. Das humane Protein Chfr ist eine 
Kontrollpunkt-Komponente, die unter Mikrotubuli depolymerisierenden 
Bedingungen für eine Verzögerung des Übergangs von der G2- in die M-Phase 
verantwortlich ist (Scolnick und Halazonetis, 2000). Für diese Funktion wurde 
zum einen die Ligase-Aktivität über die Ringfinger-Domäne (Kang et al., 2002) 
und zum anderen die FHA-Domäne (Fukuda et al., 2008) als essentiell 
beschrieben. Das homologe Protein zu Chfr in S. pombe, Dma1, wurde als 
Inhibitor der Cytokinese charakterisiert. Die Cytokinese wird in S. pombe durch 
den zum MEN homologen Regulationsmechanismus SIN (septation initiation 
network) reguliert. Durch Dma1 wird die Aktivität der Plo1 Kinase (Cdc5 in 
S. cerevisiae, Plk1 in Säugerzellen), ein positiver Regulator des SIN, unter 
Mikrotubuli depolymerisierenden Bedingungen inhibiert (Guertin et al., 2002). 
Auch im Fall des humanen Chfr wurde die Kinase Plk1 als Substrat beschrieben 
(Kang et al., 2002). Dma1 und Dma2 in S. cerevisiae zeigen eine redundante 
Funktion in der Septin-Ring-Positionierung und bei der Cytokinese. Außerdem 
führt die Deletion beider Proteine zu einer Fehlorientierung der mitotischen 
Spindel sowie einem Defekt im Spindel-Positionierungs-Kontrollpunkt (Fraschini et 
al., 2004). 
 
Weder für Dma1 und Dma2 noch für andere FHA-Domänen-Proteine konnte 
bisher in S. cerevisiae ein direkter Einfluss auf die Komponenten des MEN oder 
eine Interaktion mit diesen beschrieben werden. Es ist allerdings bekannt, dass 
verschiedene MEN- sowie SPB-Komponenten, darunter Spc72 und der GAP-
Komplex Bfa1-Bub2, in der Anaphase phosphoryliert werden (Gruneberg et al., 
2000; Hu et al., 2001). In diesem Zusammenhang liegt die Vermutung einer 
Regulation durch FHA-Domänen-Proteine nahe. Far9 konnte in dieser Arbeit als 
erstes FHA-Domänen-Protein in S. cerevisiae als positiver Regulator des 
Übergangs von der Mitose in die G1-Phase identifiziert werden. Im Einklang dazu 
steht die Suppression der letalen Doppeldeletion der MEN-Promotoren LTE1 und 
SLK19 durch FAR9, die abhängig von der Funktionalität der FHA-Domäne ist, 
sowie die zellzyklusabhängige Lokalisation von Far9 am SPB, vergleichbar mit 
Komponenten des MEN, die ebenfalls die Funktionalität der FHA-Domäne 
voraussetzt. Darüber hinaus zeigten andere FHA-Domänen-Proteine, darunter 
Rad53, keine mit FAR9 vergleichbare Suppression der Doppelmutante 
∆lte1 ∆slk19. Dies spricht für eine spezifische Funktion von Far9 als positiver 
Regulator des M/G1-Übergangs. 
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4.2 Der Far-Komplex – Aufrechterhaltung des G1-Status in 
der Pheromonantwort 
Far9 wurde ursprünglich als Komponente eines Komplexes beschrieben, der 
neben Far1 eine Funktion bei der Pheromonantwort hat (Kemp und Sprague, 
2003). Bei der Pheromonantwort handelt es sich um eine G-Protein-vermittelte 
Signaltransduktion, die zwei wichtige zelluläre Reaktionen initiiert. Zum einen löst 
das G-Protein über eine MAP-Kinasekaskade die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors Ste12 aus, der für die Induktion der paarungsspezifischen 
Gene (z. B. FUS1) und dem Zellzyklusarrest in der G1-Phase verantwortlich ist. 
Zum anderen aktiviert das G-Protein das polarisierte Wachstum hin zum 
Paarungspartner, was zur Ausbildung der Paarungsprojektion führt. Für einen 
Zellzyklusarrest in G1 ist die Inaktivierung der Cdk1 (Cdc28) sowie der G1-
Cycline Cln1 und Cln2 erforderlich. Um diesen Zellzyklusarrest zu erreichen, 
kommt es über die G-Protein-vermittelte MAP-Kinasekaskade zur Aktivierung von 
Far1, welches für die Inaktivierung der Cdk1 verantwortlich ist (Peter et al., 
1993). Neben Far1 konnte auch Far3 als Regulator der Pheromonantwort in Bezug 
auf den G1-Arrest identifiziert werden (Horecka und Sprague, 1996). Dabei 
zeigen die Deletionsmutanten von FAR1 und FAR3 einen unterschiedlichen 
Phänotyp. Die Deletion von FAR3 führt zu einer geringeren α-Faktor-Resistenz als 
die Deletion von FAR1. Außerdem zeigen Analysen der FAR1- und FAR3-
Doppelmutante, dass Far3 unabhängig von dem Far1-Regulationsmechanismus 
agiert. Zur genaueren funktionalen Analyse von Far3 wurde ein 2-Hybrid-Screen 
durchgeführt, der Far7, Far8, Far9, Far10 und Far11 als mögliche 
Interaktionspartner von Far3 identifizierte (Kemp und Sprague, 2003). Die 
potentiellen Interaktionspartner zeigen nach Deletion den gleichen Phänotyp wie 
FAR3 bezogen auf die Pheromonantwort. Außerdem ko-immunopräzipitieren Far7 
bis Far11 ebenfalls mit Far3 nach Überexpression. Allerdings führt die Deletion 
aller sechs Proteine nicht zu einem verstärkten Effekt nach α-Faktor-Zugabe. Dies 
lässt darauf schließen, dass Far3 und Far7 bis Far11 zusammen in einem 
Regulationsmechanismus fungieren. Darüber hinaus sind die Interaktionen von 
Far3 mit Far10 und die von Far3 mit Far11 abhängig von Far9, was eher gegen 
einen linearen Regulationsmechanismus als vielmehr für einen Proteinkomplex 
aus Far3 mit Far7 bis Far11 spricht. Unter Zugabe von α-Faktor kommt es bei 
einer Deletion von FAR3 und bei einer gleichzeitigen Deletion aller im Komplex 
vorliegenden Far-Proteine (Far3, Far7, Far8-Far11) zwar zum Arrest in G1, dieser 
kann aber nur zehn Stunden aufrecht erhalten werden. Im Vergleich dazu kommt 
es unter identischen Bedingungen bei Wildtyp-Zellen zum Arrest über mehrere 
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Tage. FAR1-Mutanten hingegen fahren nach α-Faktor-Zugabe innerhalb einer 
Stunde mit dem Zellzyklus fort. Auch diese Beobachtung spricht für zwei 
unabhängige Regulationsmechanismen. Auf der einen Seite Far1, dass 
verantwortlich für die Inaktivierung der G1-Cdk-Aktivität ist, und auf der anderen 
Seite der Komplex aus Far3, Far7, Far8 bis Far11, der zeitlich unterschiedlich von 
Far1 agiert, vermutlich zur Verhinderung einer frühzeitigen Rückkehr in den 
Zellzyklus (Kemp und Sprague, 2003). Im Zusammenhang mit dem Far-Komplex 
konnte bisher keine Funktion für den Übergang von der Mitose in die G1-Phase 
beschrieben werden. Die Aufrechterhaltung des G1-Status durch den Far-Komplex 
steht dabei nicht im Gegensatz zur Funktion von Far9 als positiver Regulator des 
M/G1-Übergangs. In dieser Arbeit konnte durch eine MALDI-MS-Analyse nach 
tandem affinity purification (TAP) von Far9 und Far10 ein Komplex aus den 
Proteinen Far8, Far9 und Far10 identifiziert werden. Darüber hinaus zeigten – 
außer Far9 und Far10 – die anderen Proteine des Far-Komplexes keine 
Suppression der Doppelmutante ∆lte1 ∆slk19. Diese Daten deuten darauf hin, 
dass neben einer α-Faktor-abhängigen Funktion des beschriebenen Far-
Komplexes die Proteine Far9, Far10 und eventuell Far8 eine vom α-Faktor 
unabhängige Funktion als Mitose-Regulatoren haben. 
 
4.3 Far9 ist ein Aktivator des MEN und agiert oberhalb von 
Tem1 
Die Aktivierung der Phosphatase Cdc14 in der Anaphase ist ein multifaktorieller 
Prozess, in dem bisher neben dem GEF für Tem1, Lte1, auch verschiedene 
Polaritätsproteine sowie das FEAR-Netzwerk als positive Regulatoren beschrieben 
werden konnten (Jaspersen und Morgan, 2000; Höfken und Schiebel, 2002; 
Jensen et al., 2002; Stegmeier et al., 2002; Höfken und Schiebel, 2004). Der 
Einfluss von Polaritätsproteinen, wie Ste20 und den Cdc42-Effektoren Gic1/Gic2, 
auf die positive Regulation des Ausgangs aus der Mitose, konnte durch Screens 
nach Suppressoren des kältesensitiven Phänotyps einer LTE1-Deletion oder einer 
synthetisch letalen Doppeldeletion von LTE1 und STE20 identifiziert werden 
(Höfken und Schiebel, 2002; Höfken und Schiebel, 2004). Auch zuvor 
beschriebene Promotoren des MEN, wie die FEAR-Komponente Spo12, die MEN-
Komponente Tem1 sowie die unterhalb von Tem1 angeordnete Kinase Cdc15 
konnten neben den Cdk-Inhibitor Sic1 in diesem Zusammenhang als 
Suppressoren der verwendeten Mutanten identifiziert werden (Höfken und 
Schiebel, 2002; Höfken und Schiebel, 2004). In dieser Arbeit wurde Far9 als ein 
weiterer Aktivator des Übergangs von der Mitose in die G1-Phase charakterisiert. 
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Dabei handelt es sich bei Far9 sowohl um einen Suppressor der Doppelmutante 
∆lte1 ∆slk19 als auch des kältesensitiven Phänotyps einer LTE1-Deletion. Far9 
konnte dabei epistatisch oberhalb des MEN, genauer oberhalb der GTPase Tem1 
eingeordnet werden. Für Far9 als MEN-Aktivator spricht neben der 
zellzyklusabhängigen Lokalisation von Far9 am SPB, die vergleichbar zu 
verschiedenen MEN-Komponenten ist, auch die Aktivierung der vollständigen 
Cdc14-Freisetzung unter FAR9-Überexpression in der Mutante ∆lte1 ∆slk19. Des 
Weiteren ist die Funktion von Far9 als FEAR-Komponente unwahrscheinlich, da 
die Deletion von FAR9 keinen Einfluss auf die partielle Cdc14-Freisetzung zeigte. 
 
Obwohl eine Vielzahl epistatischer und funktioneller Analysen für Far9 als MEN-
Aktivator sprechen, gab es auch einen Hinweis für eine direkte Funktion auf die 
Cdk-Aktivität von Far9 über den Cdk-Inhibitor Sic1. Cdc14 aktiviert Sic1 auf 
zweierlei Weise. Zum einen durch die Dephosphorylierung von Sic1, was die 
proteolytische Degradation verhindert und zum anderen über die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors Swi5 (Visintin et al., 1998). Außerdem führt die vollständige 
Cdc14-Freisetzung zur Aktivierung der APC/C-Untereinheit Cdh1, die zum Abbau 
des mitotischen Cyclins Clb2 führt (Schwab et al., 1997; Visintin et al., 1997; 
Calzada et al., 2001; Lengronne und Schwob, 2002). In der Doppelmutante 
∆lte1 ∆slk19 konnte eine Abhängigkeit der FAR9-Suppression von Sic1 
festgestellt werden. Jedoch zeigte der Verlust anderer Cdk-Inhibitoren, darunter 
Swe1 und Cdh1, keine Auswirkung auf die FAR9-Suppression. Es besteht daher 
die Möglichkeit, dass Far9 neben der Aktivierung des MEN auch eine 
regulatorische Funktion über Sic1 hat. In weiteren Analysen konnte allerdings 
kein Einfluss von Far9 auf die SIC1-Expression, weder direkt oder über den 
Transkriptionsfaktor Swi5, beobachtet werden. Eine andere Möglichkeit ist jedoch, 
dass die FAR9-Überexpression in der Mutante ∆lte1 ∆slk19 ∆sic1 zur Aktivierung 
der Cdc14-Freisetzung führt, die in Abwesenheit von Sic1 nur zur Cdk-
Inaktivierung über die APC/CCdh1 gesteuerte Cyklin-Degradation beitragen kann, 
was eventuell unter diesen Bedingungen nicht für den Übergang in die G1-Phase 
ausreicht. Allerdings führt eine zusätzliche Deletion von CDH1 nicht zum Verlust 
der FAR9-Suppression. Dies kann allerdings anhand der unterschiedlichen 
Wirkungsweisen von Sic1 und Cdh1 erklärt werden. Cdh1 ist für die Degradation 
des mitotischen Cyclins Clb2 verantwortlich. Obwohl die Überexpression einer 
stabilen Clb2-Version die Inaktivierung der Cdk am Ende der Mitose inhibiert und 
damit zum Arrest der Zellen in diesem Stadium führt, ist die Degradation von 
Clb2 nicht unbedingt essentiell für das Verlassen der Mitose (Amon et al., 1994; 
Schwab et al., 1997). Unter anderem konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, 
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dass eine moderate Expression von stabilem Clb2 (Amon et al., 1994) sowie die 
Deletion von CDH1, unter der die Zellen nicht in der Lage sind Clb2 zu 
degradieren (Schwab et al., 1997), zu keinem Zellzyklusarrest am Ende der 
Mitose führt. Durch diese Beobachtung können die Clb2-Degradation sowie die 
Degradation jedes anderen Cdh1-abhängigen APC/C-Substrats als nicht essentiell 
für das Verlassen der Mitose betrachtet werden (Zachariae und Nasmyth, 1999). 
Darüber hinaus ist der Übergang von der Mitose in die G1-Phase ohne die Clb2-
Degradation durch die Akkumulation des Cdk-Inhibitors Sic1 möglich (Schwab et 
al., 1997). Generell jedoch ist die Degradation der mitotischen Cycline für das 
Verlassen der Mitose essentiell. In S. cerevisiae werden während der Mitose sechs 
verschiedene Cycline exprimiert. Daher kann die Cdk-Inaktivierung auch von der 
Proteolyse der anderen Cycline (Clb1, Clb3, Clb4), die durch APC/CCdc20 initiiert 
wird, abhängig sein (Zachariae und Nasmyth, 1999). Unter diesen 
Gesichtspunkten ist es möglich, dass in der Mutante ∆lte1 ∆slk19 ∆cdh1, die 
durch FAR9-Überexpression ausgelöste Cdc14-Aktivierung die Cdk-Inhibierung 
zum einen über die Sic1-Aktivierung und zum anderen über die APC/CCdc20 
gesteuerte Degradation der mitotischen Cycline Clb1, Clb3 und Clb4 erzielt. Im 
Gegensatz dazu kann es in der Mutante ∆lte1 ∆slk19 ∆sic1 durch FAR9-
Überexpression nur zu einer Cyclin-Degradation kommen, was unter den 
gegebenen Bedingungen für den Übergang in die G1-Pase möglicherweise nicht 
ausreichend ist. 
 
4.4 Die FHA-Domänen-spezifische Interaktion von Far9 mit 
dem SPB als Phosphorylierungs-Marker 
Das humane FHA-Domänen-Protein Cep170 wurde als centrosomaler Marker 
beschrieben (Guarguaglini et al., 2005). Centrosomen bestehen aus zwei 
zylinderförmigen Centriolen, die von einer pericentriolären Matrix umgeben sind. 
Mutter- und Tochtercentriole können dabei durch das Vorhandensein spezifischer 
Strukturen unterschieden werden. Nur die ältere Centriole (Muttercentriole) ist 
distal sowie subdistal mit Fortsätzen assoziiert. Die subdistalen Fortsätze können 
allerdings nur während der G1-Phase beobachtet werden und gehen vor Beginn 
der Mitose verloren (Chretien et al., 1997; Bornens und Piel, 2002; Meraldi und 
Nigg, 2002). Zur Ausbildung des Spindelapparates für die Mitose kommt es 
während der S-Phase zur Verdopplung der Centrosomen. Dazu bildet sich an den 
zwei vorhandenen Centriolen je ein weiteres aus. Vor Beginn der Mitose verfügt 
die Zelle über zwei Centrosomen, die je aus einer Mutter- und Tochtercentriole 
bestehen (Chretien et al., 1997). Für Cep170 konnte eine spezifische Lokalisation 
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an den subdistalen Fortsätzen der Mutter-Centriole beschrieben werden. Damit 
werden durch Cep170-Antikörper während der G1- und S-Phase nur eine 
Centriole markiert und in der späten G2-Phase, nach der Centrosomenduplikation, 
zwei Centriolen (Guarguaglini et al., 2005). Des Weiteren kann durch diese 
spezifische Interaktion zwischen einer Centriolen-Überproduktion und einer 
Centriolen-Amplifikation, die durch einen Zellzyklusdefekt hervorgerufen wurde, 
unterschieden werden (Guarguaglini et al., 2005).  
 
Für Far9 konnte ebenfalls eine zellzyklusabhängige Lokalisation am Centrosom 
von S. cerevisiae, dem SPB (spindle pole body), beobachtet werden. In diesem 
Zusammenhang könnte Far9 von Interesse als Marker für Phospho-Modifikationen 
am SPB sein. Für das Centrosom wie für den SPB konnte bereits, neben der 
Funktion als Mikrotubuli-organisierendes-Zentrum, weitere Aufgaben, die 
entscheidend für den Verlauf des Zellzyklus sind, beschrieben werden (Pereira 
und Schiebel, 2001). Dabei spielt der SPB besonders bei der Regulation von 
Ereignissen in der Anaphase sowie bei der Cytokinese eine Rolle, indem 
Regulatoren für den Übergang von der Mitose in die G1-Phase Teil des 
Spindelpolkörpers sind oder an diesen assoziiert vorliegen (Cenamor et al., 1999; 
Bardin et al., 2000; Frenz et al., 2000; Pereira et al., 2000; Xu et al., 2000; 
Visintin und Amon, 2001; Yoshida und Toh-e, 2001). Dabei hat die konservierte 
Kinase Cdc5 aus der Polo-Familie eine wichtige Funktion. Bisher konnten 
verschiedene Substrate unter den MEN- und SPB-Komponenten für Cdc5 
identifiziert werden, die einen regulatorischen Einfluss haben. Hierzu zählen die 
SPB-Komponenten Nud1 und Spc72 sowie die MEN-Komponente Bfa1-Bub2 (Hu 
und Elledge, 2002; Snead et al., 2007; Park et al., 2008). Nud1, eine 
Kernkomponente des Spindelpolkörpers, unterliegt zellzyklusabhängigen 
Phosphorylierungen durch Cdc5, die ausschlaggebend für eine funktionale 
mitotische Spindel sind (Park et al., 2008). Die SPB-Komponente Spc72 ist für die 
Verbindung der cytoplasmatischen Mikrotubuli mit dem SPB entscheidend und 
demnach für die Positionierung des Kerns sowie für die Orientierung der 
mitotischen Spindel verantwortlich. Dabei scheint die Phosphorylierung von Spc72 
durch Cdc5 einen Einfluss auf die Spindel-Positionierung zu haben (Snead et al., 
2007). Auch die MEN-Komponenten Bfa1 und Bub2 werden in der Anaphase von 
Cdc5 phosphoryliert. Diese Phosphorylierung führt zur Inaktivierung der GAP-
Aktivität (Hu et al., 2001; Hu und Elledge, 2002; Geymonat et al., 2003).  
 
Es scheint, dass diese phosphoregulatorischen Mechanismen für die Assoziation 
von Far9 mit dem SPB ausschlaggebend sind, da die Lokalisation von Far9 am 
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SPB nur unter den funktionellen SPB-Komponenten Nud1 und Spc72 sowie unter 
funktionellem Cdc5 beobachtet werden konnte. Darüber hinaus ist die FHA-
Domäne essentiell für die SPB-Lokalisation. Diese Resultate, zusammen mit den 
in vitro Interaktionsdaten, dass Far9 abhängig von der FHA-Domäne an 
phosphoryliertes Spc72, Bub2 und Bfa1 sowie an Bfa1 nach Phosphorylierung 
durch Cdc5 bindet, deuten auf eine phosphospezifische Interaktion von Far9 mit 
dem SPB hin. Dabei spricht die asymmetrische Lokalisation in der frühen 
Anaphase an den zur Tochterzelle zugewandte SPB für Unterschiede in der 
Phosphoregulation der beiden Spindelpolkörper zu diesem Zeitpunkt. Unter diesen 
Bedingungen könnte Far9 als eine Art Marker dieser unterschiedlichen SPB-
Zustände betrachtet werden. 
 
4.5 Funktionelle Betrachtungen von Far9 in Bezug auf 
mögliche Zielproteine 
Sowohl die funktionellen Daten als auch die in vitro Interaktions-Analysen deuten 
auf die Funktion von Far9 als positiver MEN-Regulator über Bfa1-Bub2 hin. Der 
GAP-Komplex Bfa1-Bub2, der die Aktivität der GTPase Tem1 negativ reguliert, 
wird in der Anaphase durch die Phosphorylierung von Cdc5 inhibiert (Hu et al., 
2001). Auf verschiedene Weise konnte bisher gezeigt werden, dass der MEN nur 
für ein gewisses Zeitfenster in der Anaphase aktiv ist und dass zum einen die 
Phosphatase Cdc14 und zum anderen PP2ACdc55 für die Dephosphorylierung von 
Bfa1-Bub2 zur Wiederherstellung des G1-Status nach Verlassen der Mitose 
verantwortlich sind (Pereira et al., 2002; Queralt et al., 2006). Eine mögliche 
Funktion von Far9 könnte dabei die Stabilisierung der inhibierenden 
Phosphorylierung von Bfa1-Bub2 sein, die den GAP-Komplex vor einer zu frühen 
Reaktivierung schützt. Damit hätte Far9 einen positiven Effekt auf die MEN-
Aktivierung, was einer Feinregulierung entsprechen würde. Diese Hypothese 
konnte jedoch nicht durch eine Veränderung in dem Bfa1-
Phosphorylierungsstatus durch Deletion oder Überexpression von FAR9 bestätigt 
werden. Da das Phosphorylierungsmuster von Bfa1 allerdings sehr komplex ist, 
kann dies die Detektion einer möglichen Veränderung im Immunoblot 
erschweren. Für die Hypothese von Far9 als Feinregulator der Bfa1-Bub2-
Phosphorylierung spricht die Regulationsweise des humanen FHA-Domänen-
Proteins Chfr. Dieses inhibiert in Abhängigkeit von der FHA-Domäne die Aktivität 
der Cdc2-Kinase, indem es die Phospho-Form der Kinase erhält (Kang et al., 
2002; Fukuda et al., 2008). Die in vitro Daten von der Far9-Interaktion mit Bfa1 
deuten auf eine Bindung von Far9 an Bfa1 nach Phosphorylierung von Bfa1 durch 
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Cdc5 hin, allerdings nicht auf eine Bindung von Far9 an die Kinase Cdc5. In 
diesem Fall wäre demnach nicht die Kinase, sondern deren Substrat der putative 
regulatorische Bindungspartner für Far9. Ein mögliches Modell für die 
Stabilisierung der Bfa1-Bub2-Phosphorylierungen durch Far9 ist in Abb. 4.1 
dargestellt. Um diese Hypothese zu unterstützen, wäre die Identifikation der 
möglichen Phospho-Bindestellen für Far9 in Bfa1 und deren Mutation ein Ansatz, 
um in einer anschließenden in vivo Analyse der Bfa1-Mutanten die Auswirkung auf 
den M/G2-Übergang zu analysieren. Außerdem könnte ein möglicher Schutz der 
Cdc5-abhängigen Phosphorylierungen von Bfa1 durch Far9 in vitro nachgewiesen 
werden. 
 
Im Verlauf der Anaphase kommt es allerdings zu zahlreichen Phosphorylierungen 
verschiedener regulatorischer Proteine. Auch diese könnten mögliche 
Bindungspartner von Far9 sein. Darunter ist auch der Cdk-Inhibitor Sic1, der 
einen genetischen Effekt auf die Funktion von Far9 als positiver Regulator des 
M/G1-Übergangs zeigte, ein mögliches Substrat von Far9. Zukünftig ist es von 
Interesse, die Rolle von FHA-Domänen-Proteine, insbesondere Far9, bei der 
Feinregulation der Ereignisse am Ende der Mitose zu charakterisieren. Obwohl im 
Rahmen dieser Arbeit der genaue molekulare Wirkmechanismus von Far9 nicht 
aufgeklärt werden konnte, wurde ein Grundstein für eine weitere 
Charakterisierung von FHA-Domänen-Proteinen in der Regulation von Ereignissen 
in der Anaphase gelegt. 
 
 
Abb. 4.1: Modell für Far9 als Stabilisator der Cdc5-abhängigen 
Phosphorylierungen von Bfa1. 
Dieses Modell stellt Far9 als möglichen Regulator der MEN-Aktivität dar, indem Far9 durch 
Bindung an Bfa1 nach Phosphorylierung von Cdc5 eine Reaktivierung und damit eine zu 
frühe Inaktivierung des MEN während der Anaphase verhindert. Die Funktion anderer 
Proteine aus dem beschriebenen Far-Komplex ist dabei unklar. Far10 konnte ebenfalls als 
positiver Regulator des Austritts aus der Mitose identifiziert werden, eine Interaktion mit 
phosphoryliertem Bfa1 wurde allerdings nicht analysiert. Weiterhin konnte eine Beteiligung 
der Proteine Far3, Far7 und Far11 nicht nachgewiesen werden. 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 141 - 
 
5 Literaturverzeichnis  
Adames, N. R., J. R. Oberle und J. A. Cooper (2001). "The surveillance 
mechanism of the spindle position checkpoint in yeast." J Cell Biol 153(1): 159-
68. 
 
Alexandru, G., W. Zachariae, A. Schleiffer und K. Nasmyth (1999). "Sister 
chromatid separation and chromosome re-duplication are regulated by different 
mechanisms in response to spindle damage." Embo J 18(10): 2707-21. 
 
Amon, A., S. Irniger und K. Nasmyth (1994). "Closing the cell cycle circle in 
yeast: G2 cyclin proteolysis initiated at mitosis persists until the activation of G1 
cyclins in the next cycle." Cell 77(7): 1037-50. 
 
Bardin, A. J. und A. Amon (2001). "Men and sin: what's the difference?" Nat Rev 
Mol Cell Biol 2(11): 815-26. 
 
Bardin, A. J., R. Visintin und A. Amon (2000). "A mechanism for coupling exit 
from mitosis to partitioning of the nucleus." Cell 102(1): 21-31. 
 
Bloecher, A., G. M. Venturi und K. Tatchell (2000). "Anaphase spindle position is 
monitored by the BUB2 checkpoint." Nat Cell Biol 2(8): 556-8. 
 
Bonangelino, C. J., E. M. Chavez und J. S. Bonifacino (2002). "Genomic screen for 
vacuolar protein sorting genes in Saccharomyces cerevisiae." Mol Biol Cell 13(7): 
2486-501. 
 
Bornens, M. und M. Piel (2002). "Centrosome inheritance: birthright or the 
privilege of maturity?" Curr Biol 12(2): R71-3. 
 
Bradford, M. M. (1976). "A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding." 
Anal Biochem 72: 248-54. 
 
Burnette, W. N. (1981). ""Western blotting": electrophoretic transfer of proteins 
from sodium dodecyl sulfate--polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose 
and radiographic detection with antibody and radioiodinated protein A." Anal 
Biochem 112(2): 195-203. 
 
Calzada, A., M. Sacristan, E. Sanchez und A. Bueno (2001). "Cdc6 cooperates 
with Sic1 and Hct1 to inactivate mitotic cyclin-dependent kinases." Nature 
412(6844): 355-8. 
 
Cenamor, R., J. Jimenez, V. J. Cid, C. Nombela und M. Sanchez (1999). "The 
budding yeast Cdc15 localizes to the spindle pole body in a cell-cycle-dependent 
manner." Mol Cell Biol Res Commun 2(3): 178-84. 
 
Charles, J. F., S. L. Jaspersen, R. L. Tinker-Kulberg, L. Hwang, A. Szidon und D. 
O. Morgan (1998). "The Polo-related kinase Cdc5 activates and is destroyed by 
the mitotic cyclin destruction machinery in S. cerevisiae." Curr Biol 8(9): 497-
507. 
 
Cheeseman, I. M., C. Brew, M. Wolyniak, A. Desai, S. Anderson, N. Muster, J. R. 
Yates, T. C. Huffaker, D. G. Drubin und G. Barnes (2001). "Implication of a novel 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 142 - 
 
multiprotein Dam1p complex in outer kinetochore function." J Cell Biol 155(7): 
1137-45. 
 
Chiroli, E., R. Fraschini, A. Beretta, M. Tonelli, G. Lucchini und S. Piatti (2003). 
"Budding yeast PAK kinases regulate mitotic exit by two different mechanisms." J 
Cell Biol 160(6): 857-74. 
 
Chretien, D., B. Buendia, S. D. Fuller und E. Karsenti (1997). "Reconstruction of 
the centrosome cycle from cryoelectron micrographs." J Struct Biol 120(2): 117-
33. 
 
Christianson, T. W., R. S. Sikorski, M. Dante, J. H. Shero und P. Hieter (1992). 
"Multifunctional yeast high-copy-number shuttle vectors." Gene 110(1): 119-22. 
 
Ciosk, R., W. Zachariae, C. Michaelis, A. Shevchenko, M. Mann und K. Nasmyth 
(1998). "An ESP1/PDS1 complex regulates loss of sister chromatid cohesion at 
the metaphase to anaphase transition in yeast." Cell 93(6): 1067-76. 
 
D'Amours, D. und A. Amon (2004). "At the interface between signaling and 
executing anaphase--Cdc14 and the FEAR network." Genes Dev 18(21): 2581-
95. 
 
D'Aquino, K. E., F. Monje-Casas, J. Paulson, V. Reiser, G. M. Charles, L. Lai, K. M. 
Shokat und A. Amon (2005). "The protein kinase Kin4 inhibits exit from mitosis in 
response to spindle position defects." Mol Cell 19(2): 223-34. 
 
Darieva, Z., R. Bulmer, A. Pic-Taylor, K. S. Doris, M. Geymonat, S. G. Sedgwick, 
B. A. Morgan und A. D. Sharrocks (2006). "Polo kinase controls cell-cycle-
dependent transcription by targeting a coactivator protein." Nature 444(7118): 
494-8. 
 
Daum, J. R., N. Gomez-Ospina, M. Winey und D. J. Burke (2000). "The spindle 
checkpoint of Saccharomyces cerevisiae responds to separable microtubule-
dependent events." Curr Biol 10(21): 1375-8. 
 
de Gramont, A. und O. Cohen-Fix (2005). "The many phases of anaphase." 
Trends Biochem Sci 30(10): 559-68. 
 
Dirick, L., T. Bohm und K. Nasmyth (1995). "Roles and regulation of Cln-Cdc28 
kinases at the start of the cell cycle of Saccharomyces cerevisiae." Embo J 
14(19): 4803-13. 
 
Durocher, D. und S. P. Jackson (2001). "DNA-PK, ATM and ATR as sensors of DNA 
damage: variations on a theme?" Curr Opin Cell Biol 13(2): 225-31. 
 
Durocher, D. und S. P. Jackson (2002). "The FHA domain." FEBS Lett 513(1): 58-
66. 
 
Durocher, D., I. A. Taylor, D. Sarbassova, L. F. Haire, S. L. Westcott, S. P. 
Jackson, S. J. Smerdon und M. B. Yaffe (2000). "The molecular basis of FHA 
domain:phosphopeptide binding specificity and implications for phospho-
dependent signaling mechanisms." Mol Cell 6(5): 1169-82. 
 
Epstein, C. B. und F. R. Cross (1992). "CLB5: a novel B cyclin from budding yeast 
with a role in S phase." Genes Dev 6(9): 1695-706. 
 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 143 - 
 
Farr, K. A. und M. A. Hoyt (1998). "Bub1p kinase activates the Saccharomyces 
cerevisiae spindle assembly checkpoint." Mol Cell Biol 18(5): 2738-47. 
 
Fitch, I., C. Dahmann, U. Surana, A. Amon, K. Nasmyth, L. Goetsch, B. Byers und 
B. Futcher (1992). "Characterization of four B-type cyclin genes of the budding 
yeast Saccharomyces cerevisiae." Mol Biol Cell 3(7): 805-18. 
 
Forsburg, S. L. und P. Nurse (1991). "Cell cycle regulation in the yeasts 
Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe." Annu Rev Cell Biol 
7: 227-56. 
 
Fraschini, R., D. Bilotta, G. Lucchini und S. Piatti (2004). "Functional 
characterization of Dma1 and Dma2, the budding yeast homologues of 
Schizosaccharomyces pombe Dma1 and human Chfr." Mol Biol Cell 15(8): 3796-
810. 
 
Fraschini, R., E. Formenti, G. Lucchini und S. Piatti (1999). "Budding yeast Bub2 
is localized at spindle pole bodies and activates the mitotic checkpoint via a 
different pathway from Mad2." J Cell Biol 145(5): 979-91. 
 
Frenz, L. M., S. E. Lee, D. Fesquet und L. H. Johnston (2000). "The budding yeast 
Dbf2 protein kinase localises to the centrosome and moves to the bud neck in late 
mitosis." J Cell Sci 113 Pt 19: 3399-408. 
 
Fukuda, T., Y. Kondo und H. Nakagama (2008). "The anti-proliferative effects of 
the CHFR depend on the forkhead associated domain, but not E3 ligase activity 
mediated by ring finger domain." PLoS ONE 3(3): e1776. 
 
Geymonat, M., A. Spanos, P. A. Walker, L. H. Johnston und S. G. Sedgwick 
(2003). "In vitro regulation of budding yeast Bfa1/Bub2 GAP activity by Cdc5." J 
Biol Chem 278(17): 14591-4. 
 
Gmachl, M., C. Gieffers, A. V. Podtelejnikov, M. Mann und J. M. Peters (2000). 
"The RING-H2 finger protein APC11 and the E2 enzyme UBC4 are sufficient to 
ubiquitinate substrates of the anaphase-promoting complex." Proc Natl Acad Sci U 
S A 97(16): 8973-8. 
 
Gruneberg, U., K. Campbell, C. Simpson, J. Grindlay und E. Schiebel (2000). 
"Nud1p links astral microtubule organization and the control of exit from mitosis." 
Embo J 19(23): 6475-88. 
 
Guarguaglini, G., P. I. Duncan, Y. D. Stierhof, T. Holmstrom, S. Duensing und E. 
A. Nigg (2005). "The forkhead-associated domain protein Cep170 interacts with 
Polo-like kinase 1 and serves as a marker for mature centrioles." Mol Biol Cell 
16(3): 1095-107. 
 
Guertin, D. A., S. Venkatram, K. L. Gould und D. McCollum (2002). "Dma1 
prevents mitotic exit and cytokinesis by inhibiting the septation initiation network 
(SIN)." Dev Cell 3(6): 779-90. 
 
Haering, C. H., J. Lowe, A. Hochwagen und K. Nasmyth (2002). "Molecular 
architecture of SMC proteins and the yeast cohesin complex." Mol Cell 9(4): 773-
88. 
 
Haering, C. H. und K. Nasmyth (2003). "Building and breaking bridges between 
sister chromatids." Bioessays 25(12): 1178-91. 
 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 144 - 
 
Hartwell, L. H. und T. A. Weinert (1989). "Checkpoints: controls that ensure the 
order of cell cycle events." Science 246(4930): 629-34. 
 
Ho, Y., A. Gruhler, A. Heilbut, G. D. Bader, L. Moore, S. L. Adams, A. Millar, P. 
Taylor, K. Bennett, K. Boutilier, L. Yang, C. Wolting, I. Donaldson, S. Schandorff, 
J. Shewnarane, M. Vo, J. Taggart, M. Goudreault, B. Muskat, C. Alfarano, D. 
Dewar, Z. Lin, K. Michalickova, A. R. Willems, H. Sassi, P. A. Nielsen, K. J. 
Rasmussen, J. R. Andersen, L. E. Johansen, L. H. Hansen, H. Jespersen, A. 
Podtelejnikov, E. Nielsen, J. Crawford, V. Poulsen, B. D. Sorensen, J. Matthiesen, 
R. C. Hendrickson, F. Gleeson, T. Pawson, M. F. Moran, D. Durocher, M. Mann, C. 
W. Hogue, D. Figeys und M. Tyers (2002). "Systematic identification of protein 
complexes in Saccharomyces cerevisiae by mass spectrometry." Nature 
415(6868): 180-3. 
 
Höfken, T. und E. Schiebel (2002). "A role for cell polarity proteins in mitotic 
exit." Embo J 21(18): 4851-62. 
 
Höfken, T. und E. Schiebel (2004). "Novel regulation of mitotic exit by the Cdc42 
effectors Gic1 and Gic2." J Cell Biol 164(2): 219-31. 
 
Hofmann, K. und P. Bucher (1995). "The FHA domain: a putative nuclear 
signalling domain found in protein kinases and transcription factors." Trends 
Biochem Sci 20(9): 347-9. 
 
Horecka, J. und G. F. Sprague, Jr. (1996). "Identification and characterization of 
FAR3, a gene required for pheromone-mediated G1 arrest in Saccharomyces 
cerevisiae." Genetics 144(3): 905-21. 
 
Hu, F. und S. J. Elledge (2002). "Bub2 is a cell cycle regulated phospho-protein 
controlled by multiple checkpoints." Cell Cycle 1(5): 351-5. 
 
Hu, F., Y. Wang, D. Liu, Y. Li, J. Qin und S. J. Elledge (2001). "Regulation of the 
Bub2/Bfa1 GAP complex by Cdc5 and cell cycle checkpoints." Cell 107(5): 655-
65. 
 
Huang, M. und S. J. Elledge (2000). "The FHA domain, a phosphoamino acid 
binding domain involved in the DNA damage response pathway." Cold Spring 
Harb Symp Quant Biol 65: 413-21. 
 
Jackson, P. K., A. G. Eldridge, E. Freed, L. Furstenthal, J. Y. Hsu, B. K. Kaiser und 
J. D. Reimann (2000). "The lore of the RINGs: substrate recognition and catalysis 
by ubiquitin ligases." Trends Cell Biol 10(10): 429-39. 
 
Janke, C., M. M. Magiera, N. Rathfelder, C. Taxis, S. Reber, H. Maekawa, A. 
Moreno-Borchart, G. Doenges, E. Schwob, E. Schiebel und M. Knop (2004). "A 
versatile toolbox for PCR-based tagging of yeast genes: new fluorescent proteins, 
more markers and promoter substitution cassettes." Yeast 21(11): 947-62. 
 
Jaspersen, S. L., J. F. Charles, R. L. Tinker-Kulberg und D. O. Morgan (1998). "A 
late mitotic regulatory network controlling cyclin destruction in Saccharomyces 
cerevisiae." Mol Biol Cell 9(10): 2803-17. 
 
Jaspersen, S. L. und D. O. Morgan (2000). "Cdc14 activates cdc15 to promote 
mitotic exit in budding yeast." Curr Biol 10(10): 615-8. 
 
Jensen, S., M. Geymonat und L. H. Johnston (2002). "Mitotic exit: delaying the 
end without FEAR." Curr Biol 12(6): R221-3. 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 145 - 
 
 
Johnston, L. H., S. L. Eberly, J. W. Chapman, H. Araki und A. Sugino (1990). "The 
product of the Saccharomyces cerevisiae cell cycle gene DBF2 has homology with 
protein kinases and is periodically expressed in the cell cycle." Mol Cell Biol 
10(4): 1358-66. 
 
Kang, D., J. Chen, J. Wong und G. Fang (2002). "The checkpoint protein Chfr is a 
ligase that ubiquitinates Plk1 and inhibits Cdc2 at the G2 to M transition." J Cell 
Biol 156(2): 249-59. 
 
Kemp, H. A. und G. F. Sprague, Jr. (2003). "Far3 and five interacting proteins 
prevent premature recovery from pheromone arrest in the budding yeast 
Saccharomyces cerevisiae." Mol Cell Biol 23(5): 1750-63. 
 
Kitada, K., A. L. Johnson, L. H. Johnston und A. Sugino (1993). "A multicopy 
suppressor gene of the Saccharomyces cerevisiae G1 cell cycle mutant gene dbf4 
encodes a protein kinase and is identified as CDC5." Mol Cell Biol 13(7): 4445-57. 
 
Knop, M. und E. Schiebel (1998). "Receptors determine the cellular localization of 
a gamma-tubulin complex and thereby the site of microtubule formation." Embo J 
17(14): 3952-67. 
 
Knop, M., K. Siegers, G. Pereira, W. Zachariae, B. Winsor, K. Nasmyth und E. 
Schiebel (1999). "Epitope tagging of yeast genes using a PCR-based strategy: 
more tags and improved practical routines." Yeast 15(10B): 963-72. 
 
Kramer, E. R., N. Scheuringer, A. V. Podtelejnikov, M. Mann und J. M. Peters 
(2000). "Mitotic regulation of the APC activator proteins CDC20 and CDH1." Mol 
Biol Cell 11(5): 1555-69. 
 
Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of 
the head of bacteriophage T4." Nature 227(5259): 680-5. 
 
Lee, S. E., S. Jensen, L. M. Frenz, A. L. Johnson, D. Fesquet und L. H. Johnston 
(2001). "The Bub2-dependent mitotic pathway in yeast acts every cell cycle and 
regulates cytokinesis." J Cell Sci 114(Pt 12): 2345-54. 
 
Lengronne, A. und E. Schwob (2002). "The yeast CDK inhibitor Sic1 prevents 
genomic instability by promoting replication origin licensing in late G(1)." Mol Cell 
9(5): 1067-78. 
 
Letunic, I., R. R. Copley, B. Pils, S. Pinkert, J. Schultz und P. Bork (2006). 
"SMART 5: domains in the context of genomes and networks." Nucleic Acids Res 
34(Database issue): D257-60. 
 
Leverson, J. D., C. A. Joazeiro, A. M. Page, H. Huang, P. Hieter und T. Hunter 
(2000). "The APC11 RING-H2 finger mediates E2-dependent ubiquitination." Mol 
Biol Cell 11(7): 2315-25. 
 
Lew, D. J. und D. J. Burke (2003). "The spindle assembly and spindle position 
checkpoints." Annu Rev Genet 37: 251-82. 
 
Lew, D. J., T. Weinert und J. R. Pringle (1997). The molecular and cellular biology 
of the yeast Saccharomyces cerevisiae, Cold Sprin Habour Laboratory Press. 
 
Li, J., G. I. Lee, S. R. Van Doren und J. C. Walker (2000). "The FHA domain 
mediates phosphoprotein interactions." J Cell Sci 113 Pt 23: 4143-9. 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 146 - 
 
 
Li, R. und A. W. Murray (1991). "Feedback control of mitosis in budding yeast." 
Cell 66(3): 519-31. 
 
Li, X. und R. B. Nicklas (1995). "Mitotic forces control a cell-cycle checkpoint." 
Nature 373(6515): 630-2. 
 
Li, X. und R. B. Nicklas (1997). "Tension-sensitive kinetochore phosphorylation 
and the chromosome distribution checkpoint in praying mantid spermatocytes." J 
Cell Sci 110 (Pt 5): 537-45. 
 
Li, Y., J. Bachant, A. A. Alcasabas, Y. Wang, J. Qin und S. J. Elledge (2002). "The 
mitotic spindle is required for loading of the DASH complex onto the kinetochore." 
Genes Dev 16(2): 183-97. 
 
Longtine, M. S., A. McKenzie, 3rd, D. J. Demarini, N. G. Shah, A. Wach, A. 
Brachat, P. Philippsen und J. R. Pringle (1998). "Additional modules for versatile 
and economical PCR-based gene deletion and modification in Saccharomyces 
cerevisiae." Yeast 14(10): 953-61. 
 
Maekawa, H., C. Priest, J. Lechner, G. Pereira und E. Schiebel (2007). "The yeast 
centrosome translates the positional information of the anaphase spindle into a 
cell cycle signal." J Cell Biol 179(3): 423-36. 
 
Maure, J. F., E. Kitamura und T. U. Tanaka (2007). "Mps1 kinase promotes sister-
kinetochore bi-orientation by a tension-dependent mechanism." Curr Biol 17(24): 
2175-82. 
 
Mendenhall, M. D. und A. E. Hodge (1998). "Regulation of Cdc28 cyclin-
dependent protein kinase activity during the cell cycle of the yeast 
Saccharomyces cerevisiae." Microbiol Mol Biol Rev 62(4): 1191-243. 
 
Mendenhall, M. D., C. A. Jones und S. I. Reed (1987). "Dual regulation of the 
yeast CDC28-p40 protein kinase complex: cell cycle, pheromone, and nutrient 
limitation effects." Cell 50(6): 927-35. 
 
Meraldi, P. und E. A. Nigg (2002). "The centrosome cycle." FEBS Lett 521(1-3): 
9-13. 
 
Morgan, D. O. (1995). "Principles of CDK regulation." Nature 374(6518): 131-4. 
 
Morgan, D. O. (1997). "Cyclin-dependent kinases: engines, clocks, and 
microprocessors." Annu Rev Cell Dev Biol 13: 261-91. 
 
Morgan, D. O. (2007). The cell cycle, principles of centrol, New Science Press Ltd. 
 
Murone, M. und V. Simanis (1996). "The fission yeast dma1 gene is a component 
of the spindle assembly checkpoint, required to prevent septum formation and 
premature exit from mitosis if spindle function is compromised." Embo J 15(23): 
6605-16. 
 
Musacchio, A. und K. G. Hardwick (2002). "The spindle checkpoint: structural 
insights into dynamic signalling." Nat Rev Mol Cell Biol 3(10): 731-41. 
 
Nasmyth, K. (1993). "Control of the yeast cell cycle by the Cdc28 protein kinase." 
Curr Opin Cell Biol 5(2): 166-79. 
 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 147 - 
 
Page, A. M. und P. Hieter (1999). "The anaphase-promoting complex: new 
subunits and regulators." Annu Rev Biochem 68: 583-609. 
 
Park, C. J., J. E. Park, T. S. Karpova, N. K. Soung, L. R. Yu, S. Song, K. H. Lee, X. 
Xia, E. Kang, I. Dabanoglu, D. Y. Oh, J. Y. Zhang, Y. H. Kang, S. Wincovitch, T. C. 
Huffaker, T. D. Veenstra, J. G. McNally und K. S. Lee (2008). "Requirement for 
the budding yeast polo kinase Cdc5 in proper microtubule growth and dynamics." 
Eukaryot Cell 7(3): 444-53. 
 
Pereira, G., T. Höfken, J. Grindlay, C. Manson und E. Schiebel (2000). "The Bub2p 
spindle checkpoint links nuclear migration with mitotic exit." Mol Cell 6(1): 1-10. 
 
Pereira, G., C. Manson, J. Grindlay und E. Schiebel (2002). "Regulation of the 
Bfa1p-Bub2p complex at spindle pole bodies by the cell cycle phosphatase 
Cdc14p." J Cell Biol 157(3): 367-79. 
 
Pereira, G. und E. Schiebel (2001). "The role of the yeast spindle pole body and 
the mammalian centrosome in regulating late mitotic events." Curr Opin Cell Biol 
13(6): 762-9. 
 
Pereira, G. und E. Schiebel (2003). "Separase regulates INCENP-Aurora B 
anaphase spindle function through Cdc14." Science 302(5653): 2120-4. 
 
Pereira, G. und E. Schiebel (2005). "Kin4 kinase delays mitotic exit in response to 
spindle alignment defects." Mol Cell 19(2): 209-21. 
 
Peter, M., A. Gartner, J. Horecka, G. Ammerer und I. Herskowitz (1993). "FAR1 
links the signal transduction pathway to the cell cycle machinery in yeast." Cell 
73(4): 747-60. 
 
Puig, O., F. Caspary, G. Rigaut, B. Rutz, E. Bouveret, E. Bragado-Nilsson, M. Wilm 
und B. Seraphin (2001). "The tandem affinity purification (TAP) method: a 
general procedure of protein complex purification." Methods 24(3): 218-29. 
 
Queralt, E., C. Lehane, B. Novak und F. Uhlmann (2006). "Downregulation of 
PP2A(Cdc55) phosphatase by separase initiates mitotic exit in budding yeast." 
Cell 125(4): 719-32. 
 
Renart, J., J. Reiser und G. R. Stark (1979). "Transfer of proteins from gels to 
diazobenzyloxymethyl-paper and detection with antisera: a method for studying 
antibody specificity and antigen structure." Proc Natl Acad Sci U S A 76(7): 3116-
20. 
 
Richardson, H., D. J. Lew, M. Henze, K. Sugimoto und S. I. Reed (1992). "Cyclin-
B homologs in Saccharomyces cerevisiae function in S phase and in G2." Genes 
Dev 6(11): 2021-34. 
 
Ross, K. E. und O. Cohen-Fix (2004). "A role for the FEAR pathway in nuclear 
positioning during anaphase." Dev Cell 6(5): 729-35. 
 
Saiki, R. K., D. H. Gelfand, S. Stoffel, S. J. Scharf, R. Higuchi, G. T. Horn, K. B. 
Mullis und H. A. Erlich (1988). "Primer-directed enzymatic amplification of DNA 
with a thermostable DNA polymerase." Science 239(4839): 487-91. 
 
Sambrook, J., E. F. Fritsch und T. Maniatis (1989). Molecular Cloning - A 
Laboratory Manual. New York, Cold Spring Habour Laboratory Press. 
 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 148 - 
 
Sarin, S., K. E. Ross, L. Boucher, Y. Green, M. Tyers und O. Cohen-Fix (2004). 
"Uncovering novel cell cycle players through the inactivation of securin in budding 
yeast." Genetics 168(3): 1763-71. 
 
Schultz, J., F. Milpetz, P. Bork und C. P. Ponting (1998). "SMART, a simple 
modular architecture research tool: identification of signaling domains." Proc Natl 
Acad Sci U S A 95(11): 5857-64. 
 
Schwab, M., A. S. Lutum und W. Seufert (1997). "Yeast Hct1 is a regulator of 
Clb2 cyclin proteolysis." Cell 90(4): 683-93. 
 
Schweitzer, B. und P. Philippsen (1991). "CDC15, an essential cell cycle gene in 
Saccharomyces cerevisiae, encodes a protein kinase domain." Yeast 7(3): 265-
73. 
 
Schwob, E. und K. Nasmyth (1993). "CLB5 and CLB6, a new pair of B cyclins 
involved in DNA replication in Saccharomyces cerevisiae." Genes Dev 7(7A): 
1160-75. 
 
Scolnick, D. M. und T. D. Halazonetis (2000). "Chfr defines a mitotic stress 
checkpoint that delays entry into metaphase." Nature 406(6794): 430-5. 
 
Seol, J. H., R. M. Feldman, W. Zachariae, A. Shevchenko, C. C. Correll, S. 
Lyapina, Y. Chi, M. Galova, J. Claypool, S. Sandmeyer, K. Nasmyth, R. J. 
Deshaies, A. Shevchenko und R. J. Deshaies (1999). "Cdc53/cullin and the 
essential Hrt1 RING-H2 subunit of SCF define a ubiquitin ligase module that 
activates the E2 enzyme Cdc34." Genes Dev 13(12): 1614-26. 
 
Seufert, W., B. Futcher und S. Jentsch (1995). "Role of a ubiquitin-conjugating 
enzyme in degradation of S- and M-phase cyclins." Nature 373(6509): 78-81. 
 
Shirayama, M., Y. Matsui und E. A. Toh (1994). "The yeast TEM1 gene, which 
encodes a GTP-binding protein, is involved in termination of M phase." Mol Cell 
Biol 14(11): 7476-82. 
 
Shirayama, M., W. Zachariae, R. Ciosk und K. Nasmyth (1998). "The Polo-like 
kinase Cdc5p and the WD-repeat protein Cdc20p/fizzy are regulators and 
substrates of the anaphase promoting complex in Saccharomyces cerevisiae." 
Embo J 17(5): 1336-49. 
 
Shou, W., J. H. Seol, A. Shevchenko, C. Baskerville, D. Moazed, Z. W. Chen, J. 
Jang, A. Shevchenko, H. Charbonneau und R. J. Deshaies (1999). "Exit from 
mitosis is triggered by Tem1-dependent release of the protein phosphatase Cdc14 
from nucleolar RENT complex." Cell 97(2): 233-44. 
 
Sikorski, R. S. und P. Hieter (1989). "A system of shuttle vectors and yeast host 
strains designed for efficient manipulation of DNA in Saccharomyces cerevisiae." 
Genetics 122(1): 19-27. 
 
Skowyra, D., K. L. Craig, M. Tyers, S. J. Elledge und J. W. Harper (1997). "F-box 
proteins are receptors that recruit phosphorylated substrates to the SCF 
ubiquitin-ligase complex." Cell 91(2): 209-19. 
 
Snead, J. L., M. Sullivan, D. M. Lowery, M. S. Cohen, C. Zhang, D. H. Randle, J. 
Taunton, M. B. Yaffe, D. O. Morgan und K. M. Shokat (2007). "A coupled 
chemical-genetic and bioinformatic approach to Polo-like kinase pathway 
exploration." Chem Biol 14(11): 1261-72. 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 149 - 
 
 
Stegmeier, F. und A. Amon (2004). "Closing mitosis: the functions of the Cdc14 
phosphatase and its regulation." Annu Rev Genet 38: 203-32. 
 
Stegmeier, F., R. Visintin und A. Amon (2002). "Separase, polo kinase, the 
kinetochore protein Slk19, and Spo12 function in a network that controls Cdc14 
localization during early anaphase." Cell 108(2): 207-20. 
 
Straight, A. F., W. F. Marshall, J. W. Sedat und A. W. Murray (1997). "Mitosis in 
living budding yeast: anaphase A but no metaphase plate." Science 277(5325): 
574-8. 
 
Stuart, D. und C. Wittenberg (1995). "CLN3, not positive feedback, determines 
the timing of CLN2 transcription in cycling cells." Genes Dev 9(22): 2780-94. 
 
Sullivan, M., T. Higuchi, V. L. Katis und F. Uhlmann (2004). "Cdc14 phosphatase 
induces rDNA condensation and resolves cohesin-independent cohesion during 
budding yeast anaphase." Cell 117(4): 471-82. 
 
Sullivan, M., C. Lehane und F. Uhlmann (2001). "Orchestrating anaphase and 
mitotic exit: separase cleavage and localization of Slk19." Nat Cell Biol 3(9): 771-
7. 
 
Sullivan, M. und F. Uhlmann (2003). "A non-proteolytic function of separase links 
the onset of anaphase to mitotic exit." Nat Cell Biol 5(3): 249-54. 
 
Sun, Z., J. Hsiao, D. S. Fay und D. F. Stern (1998). "Rad53 FHA domain 
associated with phosphorylated Rad9 in the DNA damage checkpoint." Science 
281(5374): 272-4. 
 
Surana, U., H. Robitsch, C. Price, T. Schuster, I. Fitch, A. B. Futcher und K. 
Nasmyth (1991). "The role of CDC28 and cyclins during mitosis in the budding 
yeast S. cerevisiae." Cell 65(1): 145-61. 
 
Tanaka, T. U., N. Rachidi, C. Janke, G. Pereira, M. Galova, E. Schiebel, M. J. Stark 
und K. Nasmyth (2002). "Evidence that the Ipl1-Sli15 (Aurora kinase-INCENP) 
complex promotes chromosome bi-orientation by altering kinetochore-spindle 
pole connections." Cell 108(3): 317-29. 
 
Torres-Rosell, J., F. Machin, A. Jarmuz und L. Aragon (2004). "Nucleolar 
segregation lags behind the rest of the genome and requires Cdc14p activation by 
the FEAR network." Cell Cycle 3(4): 496-502. 
 
Towbin, H., T. Staehelin und J. Gordon (1979). "Electrophoretic transfer of 
proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some 
applications." Proc Natl Acad Sci U S A 76(9): 4350-4. 
 
Toyn, J. H., A. L. Johnson, J. D. Donovan, W. M. Toone und L. H. Johnston 
(1997). "The Swi5 transcription factor of Saccharomyces cerevisiae has a role in 
exit from mitosis through induction of the cdk-inhibitor Sic1 in telophase." 
Genetics 145(1): 85-96. 
 
Ubersax, J. A., E. L. Woodbury, P. N. Quang, M. Paraz, J. D. Blethrow, K. Shah, K. 
M. Shokat und D. O. Morgan (2003). "Targets of the cyclin-dependent kinase 
Cdk1." Nature 425(6960): 859-64. 
 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 150 - 
 
Uetz, P., L. Giot, G. Cagney, T. A. Mansfield, R. S. Judson, J. R. Knight, D. 
Lockshon, V. Narayan, M. Srinivasan, P. Pochart, A. Qureshi-Emili, Y. Li, B. 
Godwin, D. Conover, T. Kalbfleisch, G. Vijayadamodar, M. Yang, M. Johnston, S. 
Fields und J. M. Rothberg (2000). "A comprehensive analysis of protein-protein 
interactions in Saccharomyces cerevisiae." Nature 403(6770): 623-7. 
 
Uhlmann, F. (2001). "Chromosome cohesion and segregation in mitosis and 
meiosis." Curr Opin Cell Biol 13(6): 754-61. 
 
Uhlmann, F. (2004). "The mechanism of sister chromatid cohesion." Exp Cell Res 
296(1): 80-5. 
 
Uhlmann, F. und K. Nasmyth (1998). "Cohesion between sister chromatids must 
be established during DNA replication." Curr Biol 8(20): 1095-101. 
 
Visintin, R. und A. Amon (2001). "Regulation of the mitotic exit protein kinases 
Cdc15 and Dbf2." Mol Biol Cell 12(10): 2961-74. 
 
Visintin, R., K. Craig, E. S. Hwang, S. Prinz, M. Tyers und A. Amon (1998). "The 
phosphatase Cdc14 triggers mitotic exit by reversal of Cdk-dependent 
phosphorylation." Mol Cell 2(6): 709-18. 
 
Visintin, R., E. S. Hwang und A. Amon (1999). "Cfi1 prevents premature exit from 
mitosis by anchoring Cdc14 phosphatase in the nucleolus." Nature 398(6730): 
818-23. 
 
Visintin, R., S. Prinz und A. Amon (1997). "CDC20 and CDH1: a family of 
substrate-specific activators of APC-dependent proteolysis." Science 278(5337): 
460-3. 
 
Visintin, R., F. Stegmeier und A. Amon (2003). "The role of the polo kinase Cdc5 
in controlling Cdc14 localization." Mol Biol Cell 14(11): 4486-98. 
 
Voges, D., P. Zwickl und W. Baumeister (1999). "The 26S proteasome: a 
molecular machine designed for controlled proteolysis." Annu Rev Biochem 68: 
1015-68. 
 
Wan, J., H. Xu und M. Grunstein (1992). "CDC14 of Saccharomyces cerevisiae. 
Cloning, sequence analysis, and transcription during the cell cycle." J Biol Chem 
267(16): 11274-80. 
 
Wang, X., D. Y. Jin, Y. C. Wong, A. L. Cheung, A. C. Chun, A. K. Lo, Y. Liu und S. 
W. Tsao (2000). "Correlation of defective mitotic checkpoint with aberrantly 
reduced expression of MAD2 protein in nasopharyngeal carcinoma cells." 
Carcinogenesis 21(12): 2293-7. 
 
Wang, Y., F. Hu und S. J. Elledge (2000). "The Bfa1/Bub2 GAP complex comprises 
a universal checkpoint required to prevent mitotic exit." Curr Biol 10(21): 1379-
82. 
 
Weiss, E. und M. Winey (1996). "The Saccharomyces cerevisiae spindle pole body 
duplication gene MPS1 is part of a mitotic checkpoint." J Cell Biol 132(1-2): 111-
23. 
 
Wittenberg, C. und S. I. Reed (1988). "Control of the yeast cell cycle is associated 
with assembly/disassembly of the Cdc28 protein kinase complex." Cell 54(7): 
1061-72. 
5 Literaturverzeichnis                                                                                   - 151 - 
 
 
Wäsch, R. und F. R. Cross (2002). "APC-dependent proteolysis of the mitotic 
cyclin Clb2 is essential for mitotic exit." Nature 418(6897): 459-62. 
 
Xu, S., H. K. Huang, P. Kaiser, M. Latterich und T. Hunter (2000). 
"Phosphorylation and spindle pole body localization of the Cdc15p mitotic 
regulatory protein kinase in budding yeast." Curr Biol 10(6): 329-32. 
 
Ye, P., B. D. Peyser, X. Pan, J. D. Boeke, F. A. Spencer und J. S. Bader (2005). 
"Gene function prediction from congruent synthetic lethal interactions in yeast." 
Mol Syst Biol 1: 2005 0026. 
 
Yoshida, S., K. Asakawa und A. Toh-e (2002). "Mitotic exit network controls the 
localization of Cdc14 to the spindle pole body in Saccharomyces cerevisiae." Curr 
Biol 12(11): 944-50. 
 
Yoshida, S. und A. Toh-e (2001). "Regulation of the localization of Dbf2 and mob1 
during cell division of saccharomyces cerevisiae." Genes Genet Syst 76(2): 141-
7. 
 
Zachariae, W. und K. Nasmyth (1999). "Whose end is destruction: cell division 
and the anaphase-promoting complex." Genes Dev 13(16): 2039-58. 
 
Zeng, X., J. A. Kahana, P. A. Silver, M. K. Morphew, J. R. McIntosh, I. T. Fitch, J. 
Carbon und W. S. Saunders (1999). "Slk19p is a centromere protein that 
functions to stabilize mitotic spindles." J Cell Biol 146(2): 415-25. 
 
Zhou, B. B. und S. J. Elledge (2000). "The DNA damage response: putting 
checkpoints in perspective." Nature 408(6811): 433-9. 
 
Zhou, J., J. Yao und H. C. Joshi (2002). "Attachment and tension in the spindle 
assembly checkpoint." J Cell Sci 115(Pt 18): 3547-55. 
 
Zwickl, P., D. Voges und W. Baumeister (1999). "The proteasome: a 
macromolecular assembly designed for controlled proteolysis." Philos Trans R Soc 
Lond B Biol Sci 354(1389): 1501-11. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Danksagung 
Zuerst möchte ich Dr. Gislene Pereira für die Möglichkeit, in ihrer Arbeitsgruppe 
meine Dissertation anfertigen zu können sowie für die Vergabe des interessanten 
Themas danken. Außerdem danke ich ihr und Prof. Dr. Elmar Schiebel für die 
wissenschaftliche Betreuung während der letzten drei Jahre, besonders für die 
Einarbeitung in viele Techniken, die zahlreichen Diskussionen sowie für die 
Beantwortung von unzähligen Fragen. Für die finanzielle Unterstützung möchte 
ich der Hemholtz-Gemeinschaft danken.  
 
Ein weiteres Dankeschön richtet sich an meinen zweiten Gutachter 
Dr. Oliver Gruss und an meine Betreuerin für das PhD-Programm 
PD Dr. Ilse Hofmann für die Unterstützung meines Forschungsprojekts durch 
zahlreiche Anregungen und Hilfestellungen. 
 
Ich danke außerdem PD Dr. Lechner und Petra Ihring (Biochemie-Zentrum der 
Universität Heidelberg) für die massenspektrometrischen Analysen. 
 
Astrid Hofmann danke ich für die grenzenlose Hilfsbereitschaft innerhalb und 
außerhalb des Labors sowie für das Beantworten von vielen technischen Fragen 
und das Übernehmen vieler kleiner Aufgaben mit großem Zeitspareffekt.  
 
Außerdem danke ich allen Mitgliedern der Arbeitsgruppe für die gute 
Zusammenarbeit und die sehr angenehme Arbeitsatmosphäre. Dabei geht mein 
ganz besonderer Dank an die Korrekturfee Kerstin Schmidt, für die unendliche 
Geduld beim Lesen des Manuskripts. 
 
Vielen Dank auch an meine Eltern. Obwohl meine Studienwahl für Euch doch eher 
exotisch war, habt Ihr mich nicht nur uneingeschränkt unterstützt, sondern habt 
meinen Entscheidungen immer blind vertraut. Ihr habt mir stets das Gefühl 
gegeben auf dem richtigen Weg zu sein, sogar wenn ich selbst am zweifeln war. 
Dafür mein ganz besonderer Dank. Ein Anruf genügt und Ihr seid für mich da. 
Auch wenn ich doch langsam erwachsen werde, bleibe ich immer Eure kleine 
Tochter. 
 
Ein ganz besonderes Dankeschön geht an Manuel. Trotz der Entfernung bist Du 
immer ganz nah. Ich hoffe der Weg zu Dir wird in Zukunft nur noch ein paar 
Schritte über den Flur sein. 
 
